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Wenige Studien haben erste Hinweise darauf geliefert, dass die insektivore 
Fledermausart Mops condylurus ein natürliches Reservoir von Ebolaviren sein 
könnte. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden weitere Hinweise gesucht, um 
die Bedeutung dieser Fledermausart als Reservoirwirt für Ebolaviren besser 
beurteilen zu können. Dafür wurden die Expressionslevel des Membranproteins 
Niemann-Pick C1 (NPC1), welches essentiell für den Eintritt von Ebolaviren in 
ihre Wirtszellen ist, in vitro durch konfokale Mikroskopie und 
Durchflusszytometrie charakterisiert. In dieser Arbeit generierte 
Primärzellkulturen aus 12 verschiedenen Organen von M. condylurus zeigten 
für die meisten Primärzellen deutlich niedrigere Expressionslevel als 
Kontrollzellen von Mensch, Affe oder einer europäischen Fledermaus. Die 
untersuchte Replikationskinetik von Ebola virus (EBOV) zeigte in allen 
Primärzellen von M. condylurus niedrigere Replikationsraten, die meistens mit 
den niedrigen NPC1-Rezeptor-Expressionsleveln korrelierten. Geringere 
Mengen von NPC1 könnten in vivo zur Virusreplikation auf niedrigerem Niveau 
beitragen. Desweiteren zeigten alle Primärzellen von M. condylurus eine hohe 
Toleranz gegenüber EBOV ohne Zelltot. Eine beobachtete Persistenz in 
Lungenprimärzellen könnte die intrinsische Fähigkeit widerspiegeln, dass 
Ebolaviren auch in vivo in dieser Fledermausart persistieren könnten. Mit den 
geringeren NPC1-Rezeptor-Expressionsleveln, der geringeren Virusreplikation, 
der hohen Toleranz gegenüber EBOV und der Etablierung von persistenten 
Infektionen in Primärzellen von M. condylurus wurden in vitro zusätzliche 
Hinweise gewonnen, die die Wahrscheinlichkeit dieser Fledermausspezies als 
ein mögliches natürliches Reservoir von Ebolaviren erhöht. Ergebnisse von 
zusätzlichen Temperaturversuchen lassen vermuten, dass die Heterothermie 
der Fledermäuse einen Schlüsselfaktor für die Toleranz von Ebolaviren in vivo 
darstellen und darüber hinaus an der Balance zwischen Viruskontrolle und 





Few studies provide first evidence that Mops condylurus, an insectivorous 
microbat, could be a natural reservoir for ebolaviruses. The aim of this thesis 
was to investigate indicators to determine the potential role of this bat species in 
the ecology of ebolaviruses. Therefore, the expression levels of the membrane 
protein Niemann-Pick C1 (NPC1), essential for the entry of ebolaviruses into 
their host cells, were characterized in vitro by confocal microscopy and flow 
cytometry. Our generated primary cell cultures from 12 different organs from 
M. condylurus showed significantly lower expression levels in most primary cells 
compared to control cells from human, monkey or a European bat. In most 
cases, lower Ebola virus (EBOV) replication rates in primary cells from 
M. condylurus, determined by RT-qPCR, correlated to lower NPC1 receptor 
expression levels. Low NPC1 receptor expression levels may contribute to 
decreased virus replication rates also in vivo. Additionally, all primary cells were 
highly tolerant to EBOV infections without cell death. The observed 
establishment of persistent EBOV infections in lung primary cells from 
M. condylurus may reflect the intrinsic ability to persist in vivo in this bat 
species. With lower NPC1 receptor expression levels, lower virus replication 
rates, high tolerance to EBOV infections and establishment of persistent 
infections in primary cells from M. condylurus, the in vitro experiments provided 
further evidence that this bat species is a potential reservoir of ebolaviruses. 
Results from additional temperature experiments suggest, that heterothermy of 
M. condylurus could be a key factor for tolerance to EBOV infections in vivo and 
be involved in balancing the level of virus replication. 
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1.1.1 Die Familie der Filoviridae: Aufbau der Virionen und Vertreter  
In der Ordnung Mononegavirales gibt es verschiedene Virusfamilien mit 
diversen humanpathogenen Vertretern [1], wie die Rhabdoviridae mit dem 
Rabiesvirus (RABV), die Paramyxoviridae mit dem Hendravirus (HeV) und 
Nipahvirus (NiV) und die Filoviridae, die mit den Ebolaviren im Zentrum dieser 
Arbeit stehen.  
Die Viruspartikel der Filoviridae sind umhüllt und können unterschiedlich 
geformt sein [2]: Typisch sind lange filamentöse Strukturen (Abbildung 1A). 
  
 
Abbildung 1: Aufbau eines Ebola-Virus-Partikels 
A: Elektronenmikroskopische Aufnahme [3]; B: schematischer Aufbau des 
Viruspartikels mit Virusproteinen.   
 
Das Genom besteht aus einer linearen, nicht-segmentierten RNA in 
Negativstrangorientierung mit einer Größe von 15-19 kb. Die Virionen enthalten 
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einen Ribonukleoproteinkomplex (RNP), bestehend aus der viralen RNA, dem 
Nukleoprotein NP, dem Polymerase-Cofaktor VP35, dem 
Transkriptionsaktivator VP30, der RNA-abhängigen RNA-Polymerase L und 
VP24 (Abbildung 1B). Eine wichtige Funktion des RNP-assoziierten Proteins 
VP24 ist die Inhibition der Interferon-Antwort des Wirtes [4]. Das Matrixprotein 
VP40 übernimmt wichtige Funktionen beim Zusammenbau (Assembly) und der 
Knospung (Budding) der Viruspartikel. Das Glykoprotein GP befindet sich in der 
Hüllmembran und ist für die Anheftung (Attachment) und den Eintritt in die 
Wirtszellen essentiell.  
Innerhalb der Familie der Filoviridae werden die Gattungen Ebolavirus und 
Marburgvirus unterschieden [5]. Nach der Entdeckung des Llovio virus (LLOV) 
in insektivoren Fledermäusen wurde desweiteren die Gattung Cuevavirus [6] 
zur Taxonomie hinzugefügt und nach der kürzlichen Entdeckung des 
Měnglà virus (MLAV) in Flughunden die Gattung Dianlovirus vorgeschlagen [7]. 
Es werden zwei verschiedene Marburgviren unterschieden [8]: Das in dieser 
Arbeit verwendete Marburg virus (MARV) und das erst 1996 beschriebene 
Ravn virus (RAVV) [9]. Beide Erreger verursachen beim Menschen ein 
virales hämorrhagisches Fieber mit Sterblichkeitsraten von 24-88 % [10] - die 
Marburgviruserkrankung (Marburg virus disease – MVD) - und sind klinisch 
nicht unterscheidbar [11]. 
Bisher konnten sechs Spezies von Ebolaviren identifiziert werden [5, 12]:  
Ebola virus (EBOV; Spezies Zaire ebolavirus), Sudan virus (SUDV; Spezies 
Sudan ebolavirus), Taï Forest virus (TAFV; Spezies Taï Forest ebolavirus), 
Bundibugyo virus (BDBV; Spezies Bundibugyo ebolavirus), Reston virus 
(RESTV; Spezies Reston ebolavirus) und das erst kürzlich entdeckte Bombali 
virus (BOMV; Spezies Bombali ebolavirus) [13]. Vier dieser Virusvertreter 
(EBOV, SUDV, TAFV und BDBV) verursachen schwere hämorrhagische Fieber 
beim Menschen mit Sterblichkeitsraten von bis zu 90 %, wobei das 
Krankheitsbild als Ebolaviruserkrankung (Ebola virus disease – EVD) 
bezeichnet wird [5, 12]. 
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1.1.2 Ausbrüche  
Seit dem ersten beschriebenen Ausbruch im Jahr 1976 in der Nähe des 
Flusses Ebola in der heutigen Demokratischen Republik Kongo (DR Kongo) 
sind Ebolaviren periodisch immer wieder aus ihrem natürlichen Reservoir 
emergiert und haben in verschiedenen afrikanischen Ländern bisher  
29 Ausbrüche verursacht [14]. In den Jahren 2014-2016 kam es in Westafrika 
(Guinea, Liberia und Sierra Leone), verursacht durch EBOV, mit mehr als 
28.600 Fällen und 11.300 Toten zum bisher größten Ausbruch. Der zweitgrößte 
Ebolavirus-Ausbruch in der Geschichte wurde von 2018-2020 im Osten der  
DR Kongo durch dasselbe Virus verursacht und führte zu mehr als 3400 Fällen 
und 2200 Toten [15-17]. Im Juni 2020 ist es in einer anderen Provinz im Westen 
der DR Kongo zu einem neuen Ausbruch verursacht durch EBOV gekommen, 
der derzeit noch andauert [14, 18]. 
1.1.3 Arbeitssicherheit 
Aufgrund der hohen Letalität, der bekannten Mensch-zu-Mensch-Übertragung 
und des Mangels an zugelassenen Impfstoffen und Therapeutika [19] wurden 
Ebolaviren als Pathogene der Risikogruppe 4 [20] bzw. als Agentien der 
Kategorie A [21] eingestuft, deren Handhabung ausschließlich in einem 
Hochsicherheitslabor (S4) erlaubt ist. Bisher gibt es in Deutschland keinen 
zugelassenen Impfstoff gegen Ebola. Mit Sondergenehmigung der WHO wird 
ein experimenteller Impfstoff in Ausbruchsgebieten angewendet. 
1.1.4 Transmission 
Die Art der primären Transmission von Ebolaviren vom natürlichen Reservoir 
auf andere Tiere und den Menschen ist bisher unbekannt [22]. Vermutlich durch 
direkten Kontakt mit Organen, Blut, Sekreten oder anderen Körperflüssigkeiten 
von Zwischenwirten, wie Affen, waldbewohnenden Antilopen oder 
Stachelschweinen, gelangt das Virus in die menschliche Population [12]. Das 
Virus kann dann durch direkten Kontakt mit Blut, Fäzes oder Erbrochenem 
einer infizierten Person durch Risse in der Haut und über die Schleimhäute, 
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aber auch durch Nadelstichverletzungen [23] oder durch Muttermilch [24] und 
Samenflüssigkeit [25] übertragen werden. 
1.1.5 Virale Dissemination und klinische Manifestation beim 
Menschen 
Bei Menschen und nichtmenschlichen Primaten (non-human primates, NHPs) 
führt die systemische Dissemination des Virus in viele Zelltypen und die starke 
Virusreplikation zu einer komplexen Pathogenese, bei der Immunsuppression, 
Immunüberaktivierungen, gestörte Koagulation und Gewebeschädigungen 
durch virale oder Wirtseffektoren beobachtet werden [22]. Ebolaviren replizieren  
beispielsweise in Monozyten, Makrophagen, Dendritischen Zellen (dendritic 
cells, DCs), Endothelzellen, Fibroblasten, Hepatozyten und Nebennierenzellen 
[26, 27]. Makrophagen und DCs sind die frühen Replikationsorte des Virus  
[23, 27]. Die massive Bildung von proinflammatorischen Cytokinen und 
Chemokinen („cytokine storm“) durch diese Zellen führt dazu, dass mehr 
Makrophagen und DCs, aber auch Neutrophile und Eosinophile Granulozyten in 
die infizierten Gewebe rekrutiert werden, wodurch mehr Zielzellen für die 
Virusvermehrung zur Verfügung stehen [26, 27]. Über Monozyten, 
Makrophagen und DCs gelangen die Viren vom initialen Ort der Infektion über 
die Lymphbahnen in die regionalen Lymphknoten und über die Blutbahn zu Milz 
und Leber [23], wo massive Virusreplikation stattfindet [27]. Auch die weitere 
systemische Ausbreitung der Viren im Körper von der Milz und den 
Lymphknoten zu anderen Geweben erfolgt u.a. über diese Zellen [26]. 
Die Inkubationszeit beträgt zwei bis 21 Tage [12, 28]. Das Endstadium der 
Erkrankung ist charakterisiert durch verbreitete intravaskuläre Gerinnung, 
Hypotonie und Hämorrhagien u.a. durch die Entzündung der Leber, 
Gewebezerstörung und Zerstörung der Endothelien [29]. Bei tödlichen 
Verläufen tritt der Tod 6-16 Tage [23] nach Beginn der Symptome als Ergebnis 
von Multiorganversagen und einem schweren septischen Schock ein [23, 29]. 
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1.1.6 Viruseintritt in die Wirtszelle und die Schlüsselrolle von NPC1  
Eine Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen ist empfänglich für Infektionen durch 
EBOV und andere Filoviren und kann produktiv infiziert werden (pantrope Viren) 
[30-32]. Unterschiedliche Wirtszellfaktoren können das Attachment von 
Filoviren an ihre Wirtszellen vermitteln, wobei je nach Zelltyp beispielsweise  
C-Typ-Lektine oder auch TIM-1 (T-cell immunoglobulin and mucin domain 1) 
am Attachment-Prozess beteiligt sein können [32]. C-Typ-Lektine interagieren 
mit N- und O-verknüpften Glykanen auf EBOV-GP und sind auf einer Vielzahl 
von Zellen vorhanden [30, 33-40]. TIM-1 interagiert demgegenüber mit 
Phosphatidylserin in der Virushülle [41-43] und wird beispielweise auf 
Schleimhautepithelzellen von Trachea, Cornea und Konjunktiva exprimiert [41]. 
Auch einige Mitglieder der TYRO3-Rezeptor-Tyrosinkinasefamilie 
(Axl, TYRO3 und Mer) [44-47] als auch α5β1-Integrin [48]  scheinen in einigen 
Zellen am Entry-Prozess beteiligt zu sein [35].  
Die eigentliche Aufnahme der Viruspartikel in die Zelle erfolgt durch 
Makropinozytose [32, 46, 49-51], wobei das Virus in Vesikeln ins Innere der 
Zellen und letztlich über den endo-lysosomalen Pathway in die späten 
Endsomen gelangt [32]. Von viraler Seite werden Entry und Attachment vom 
Glykoprotein GP vermittelt, welches ein Klasse I-Fusionsprotein ist [32]. GP ist 
ein Triplet von Heterodimeren, wobei diese aus der Rezeptorbindungs-
Untereinheit (GP1) und der Fusionsuntereinheit (GP2) bestehen [52]. Durch 
den niedrigen pH-Wert in den späten Endsomen werden die Cysteinproteasen 
Cathepsin B und L aktiviert und GP1 in eine 19 kDa schwere, fusogene Form 
prozessiert [53-56]. Erst in dieser Form ist die Rezeptorbindestelle auf GP1 
zugänglich [57], so dass EBOV-GP mit dem intrazellulären Rezeptor  
Niemann Pick C1 (NPC1) interagieren kann [58]. Durch die Bindung wird die 
GP2-abhängige Membranfusion zwischen der Virushülle und der endosomalen 
Membran eingeleitet und das virale Nukleokapsid in das Cytosol der Wirtszelle 
entlassen, wo die Transkription, Replikation und die Entstehung der 
Nachkommenviren stattfindet [32] (Abbildung 2).   
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Abbildung 2: Ebolaviraler Replikationszyklus in Anlehnung an [59] 
1) Attachment von Ebolaviruspartikel über GP-Protein; 2) Aufnahme durch 
Makropinozytose; 3) Viruspartikel gelangt über den endo-lysosomalen Pathway in die 
späten Endsomen/Lysosomen; dort Prozessierung von GP1 in eine 19 kDa schwere, 
fusogene Form; Interaktion mit NPC1; 4) Membranfusion und Freisetzung des viralen 
Nukleokapsids in das Cytosol der Wirtszelle; 5) Replikation, 6) Transkription und  
7) Translation der viralen RNA; 8-11) Assemblierung und Freisetzung von 
Nachkommenviren.  
 
Die Schlüsselkompente für den filoviralen Entry-Prozess ist das integrale 
Membranprotein NPC1 [59-62], welches essentiell für das Ebola virus  
[61, 63, 64], Marburg virus [60] und Měnglà virus (MLAV) [7] ist. NPC1 
Knockout-Zellen sind refraktär gegenüber der Infektion mit EBOV [30, 31]. Zu 
den wenigen Zellen, die außerdem refraktär gegenüber Filovirusinfektionen 
sind, gehören auch die Lymphozyten (B-, T- und NK-Zellen) von Menschen und 
nichtmenschlichen Primaten [30, 31]. Obwohl relativ hohe NPC1-Rezeptor-
Expressionslevel in humanen T-Zellen vorliegen [65], werden abortive 
Infektionen in diesen Zellen beobachtet [66]. NPC1 ist hochkonserviert 
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innerhalb der Mammalia [31] und wird ubiquitär in allen humanen Zellen 
exprimiert [31, 67], wobei viele humane Gewebe und Zelllinien hohe 
NPC1-Rezeptor-Expressionslevel aufweisen [65, 68-70]. Humane Gewebe oder 
Zellkulturen, in denen der NPC1-Rezeptor nicht exprimiert wird, wurden von 
gesunden Spendern bisher nicht beschrieben. NPC1 ist am intrazellulären 
Transport von Cholesterol beteiligt [30, 71]. Mutationen im NPC1-Gen führen 
dazu, dass der Cholesterolexport aus den Lysosomen gestört ist und sich die 
sog. Niemann-Pick-Krankheit (Morbus Niemann-Pick) manifestiert. Hierbei 
handelt es sich um eine seltene, vererbte neurodegenerative  
Erkrankung [71-73]. 
1.2 Viruspersistenz und immunpriviligierte Organe 
Infektionen mit den meisten nicht-retroviralen RNA-Viren führen zu akuten 
Virusinfektionen, bei denen das Immunsystem die virusinfizierten Zellen 
innerhalb weniger Wochen vollständig eliminiert [74]. Die Virus-Clearance ist 
typischerweise mit einer Immunität vor Reinfektionen verbunden. Für Viren, die 
ausschließlich zu akuten Infektionen führen, müssen kontinuierlich suszeptible 
Individuen vorhanden sein, damit das Virus in der Population weiter existieren 
kann. Bei einigen Spezies mit sehr hohen Populationsdichten, wie sie 
beispielsweise in Fledermaus- und Flughundkolonien vorzufinden sind, kann die 
rasante Virusausbreitung zu einem Abfall an suszeptiblen Individuen durch die 
Induktion von protektiver Immunität führen, so dass keine weitere 
Virustransmission in der Population mehr möglich wäre. Da es sich bei Viren 
um obligate, intrazelluläre Parasiten handelt, mussten sich Strategien 
evolvieren, die die weitere Existenz des Virus in der Population gewährleisten. 
Eine mögliche Strategie stellt dabei die Etablierung von persistenten 
Virusinfektionen zumindest in einigen Individuen dar, die dann als Reservoir für 
das Virus innerhalb der Wirtspopulation fungieren. Grundsätzlich muss die 
persistente Infektion von Organismen von der Viruspersistenz in Zellkultur 
differenziert werden [75]. 
Einleitung 
Seite | 8  
 
Beispiele für RNA-Viren, die persistente Virusinfektionen in Organismen 
etablieren können, sind das Maul- und Klauenseuchevirus (FMDV,  
Foot and mouth disease virus) [76, 77], das Virus der Bornaschen Krankheit 
(BDV, Borna disease virus) [78-80], das Blauzungenvirus (BTV,  
Bluetongue virus) [81, 82], das Masernvirus (MeV) [83-85], das  
Hepatitis-C-Virus (HCV) [86-88] und das Zika-Virus (ZIKV) [89-91].  
Für die persistente Infektion von Organismen ist eine ausreichende Menge 
suszeptibler Zellen notwendig, die im Einklang und im notwendigen Tempo mit 
der Virusvermehrung replizieren und die Immunantworten des Wirtes überleben 
[75]. Sowohl virale als auch Wirtsfaktoren beeinflussen den Mechanismus der 
Viruspersistenz [74]. Für die Etablierung der persistenten Infektion muss 
einerseits die Eliminierung des Virus durch das Immunsystems des Wirtes, als 
auch die Zerstörung aller infizierten Zellen verhindert werden. Wenn eine Zelle 
große Mengen viraler Proteine synthetisiert, ist eine direkte Zellzerstörung 
durch die Virusreplikation oder durch das Immunsystem wahrscheinlich. Daher 
muss für die Etablierung von persistenten Infektionen zumindest in einigen 
Zellen die Virusreplikation heruntergefahren werden. Dabei sind 
unterschiedliche Persistenz-Strategien bekannt, wie beispielsweise 
Virusreplikation auf sehr niedrigem Niveau in mit dem Virus der Bornaschen 
Krankheit infizierten Zellen oder Blauzungenvirus-infizierte Zellen, bei denen 
keine Replikation zu beobachten ist, das Virus aber in intrazellulären Vesikeln 
von Erythrocyten detektiert werden kann. Auch besteht theoretisch die 
Möglichkeit, dass innerhalb eines Wirtes Virusvarianten mit reduzierter 
Cytopathogenität im Laufe der Zeit selektiert werden, die persistente 
Infektionsverläufe erst ermöglichen [74, 75, 92-95]. Auch die verstärkte Bildung 
von DI-Partikeln (Defekte interferierende Partikel) und die damit verbundene 
Kompetition um zelluläre und virale Genprodukte, führt zum Dämpfen der 
Virusreplikation und kann so zur Etablierung von Viruspersistenz beitragen  
[75, 96-100]. Auch für EBOV wurde die Bildung von DI-Partikeln und persistente 
Infektionen von Vero-Zellen beobachtet [101].  
Ein wesentlicher Wirtsfaktor, der die mögliche Etablierung von persistenten 
Infektionen beeinflusst, ist das Immunsystem [74]. Eine Vielzahl von RNA-Viren 
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können in immundefizienten Individuen persistente Infektionen entwickeln. Für 
die Etablierung von persistenten Infektionen in immunokompetenten Individuen, 
mussten Viren Immunevasionsmechanismen evolvieren, um der Elimierung 
durch Apoptose, Interferon (IFN)-Antworten, Antikörper- und T-Zell-Antworten 
zu entgehen.  
Eine mögliche Strategie ist dabei die Persistenz in immunprivilegierten Organen 
[74, 102]. Dabei handelt es sich um Gewebe, die ein größeres Risiko von 
Schädigung durch das Immunsystem haben, so dass hier proinflammatorische 
Immunantworten stark unterdrückt werden [25, 103]. Beispiele sind das Gehirn, 
die Augen und der Hoden, die durch physiologische Barrieren (Blut-Hirn- [104], 
Blut-Augen- [105, 106] und Blut-Hoden-Schranke [107]) von der Wirkung des 
übrigen Immunsystems separiert werden [108]. Auch wird eine geringere 
Ansprechempfindlichkeit gegenüber Cytokinen und anti-inflammatorische 
Immunregulationen in diesen Organen beschrieben [25, 109].  
Auch für EBOV wurden während des Ausbruchs in Westafrika 2014-2016 
verstärkt persistierende Infektionen in immunprivilegierten Organen des 
Menschen beobachtet, die dann als Gewebe-Reservoir für das Virus dienen 
[110-112]. Wie bei den humanen Infektionen mit EBOV etablieren sich auch in 
Makaken persistierende Infektionen in Hoden, Augen und Gehirn [113] und 
auch MARV etabliert eine testikulare Persistenz in Makaken [114]. Beim 
Menschen konnte in verschiedenen Studien, nach Genesung und Clearance 
von EBOV aus dem Blut, infektiöses Virus noch längere Zeiträume im Samen, 
Kammerwasser des Auges, Urin, Muttermilch und in der 
Cerebrospinalflüssigkeit (CSF) nachgewiesen werden [115-120]. Infektionen 
der Hoden können sexuelle Virustransmission auf andere Individuen 
ermöglichen [74], wofür es bei EBOV diverse Fallbeispiele gibt [121-123]. Das 
Virus kann in einer kleinen Anzahl von Individuen über Monate oder sogar 
Jahre persistieren, die dann eine potenzielle Quelle für zukünftige Ausbrüche 
darstellen könnten [74, 110, 124]. Auch sind bereits Fälle von rezidivierenden 
Infektionen nach Beendigung der Virämie beobachtet worden [108, 125, 126].  
Obwohl seit dem EBOV-Ausbruch in Kikwit in der DR Kongo 1995 [127] 
verschiedene Studien zu EBOV-Persistenz im Menschen durchgeführt wurden, 
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gab es nur wenige Untersuchungen, die sich mit der Persistenz in Tieren 
beschäftigt haben [25]. Nach unserem Wissen handelt es sich bei der in 
Abschnitt 4.4 durchgeführten Untersuchung zu EBOV-Persistenz in 
Primärzellen von M. condylurus um die erste Persistenzstudie mit Filoviren in 
Zellen von einer als Reservoirspezies relevanten Fledermaus. Die Fähigkeit von 
EBOV, eine geringe Zahl von menschlichen Individuen persistierend zu 
infizieren, könnte die intrinsische Fähigkeit des Virus widerspiegeln, auch im 
natürlichen Reservoir eine persistierende Infektion zu etablieren [74]. Die 
Mechanismen, warum beispielsweise Hantaviren [128-131] und vermutlich auch 
Ebolaviren in ihrem natürlichen Reservoir persistente, inapparente Infektionen 
etablieren können, aber schwere Erkrankungen in anderen Wirten hervorrufen, 
sind im Detail nicht bekannt. Möglicherweise funktionieren die im natürlichen 
Reservoir evolvierten Mechanismen, die Virusreplikation zu reduzieren, nicht in 
den anderen Spezies [74]. 
1.3 Flughunde und Fledermäuse 
Die Chiroptera (Fledertiere) stellen mit derzeit 1300-1400 Spezies [132-134] 
etwa 20 % aller existierenden Säugetierarten dar [133] und bilden damit nach 
den Nagetieren die zweitgrößte Ordnung innerhalb der Mammalia [135]. 
Innerhalb der Chiroptera wurden ursprünglich die relativ großen Megachiroptera 
(Flughunde) mit Körpergewichten zwischen 100 bis 1000 g und die 
Microchiroptera (Fledermäuse) unterschieden [136]. Die meisten 
Fledermausspezies sind insektivor und klein mit Gewichten zwischen 5 bis  
20 g, nur wenige Spezies sind größer und können bis 100 g wiegen. Im 
Ergebnis neuerer DNA-Studien wurden die Rhinolophoidae mit den 
Megachiroptera zu der Unterordnung Yinpterochiroptera zusammengefasst und 
von den übrigen Microchiroptera, die nun die Unterordnung Yangochiroptera 
bilden, abgegrenzt [137]. 
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1.3.1 Phylogenie, Verbreitung und Lebensweise von M. condylurus 
Innerhalb der Yangochiroptera befindet sich in der Familie Mollosidae 
(Bulldoggfledermäuse) in der Gattung Mops die im Rahmen dieser Doktorarbeit 
untersuchte Fledermausspezies Mops condylurus (Angola-Bulldoggfledermaus) 
[138]. In Abbildung 3 ist die Phylogenie einiger afrikanischer Flughunde und 
Fledermäuse mit M. condylurus dargestellt. 
 
 
Abbildung 3: Phylogenie einiger afrikanischer Chiroptera mit M. condylurus in 
Anlehnung an [139] 
 
Die Spezies ist weit verbreitet in Subsahara-Afrika (Abbildung 4) [140] und wird 
von der IUCN (International Union for Conservation of Nature, 2020) auch 
wegen der vermutlich großen Population als „nicht gefährdet” eingestuft [141]. 
M. condylurus ist größtenteils in Trocken- und Feuchtsavannenhabitaten aber 
auch an den Rändern von Waldgebieten anzutreffen. 
Als Fledermausquartiere nutzt M. condylurus Felsspalten, Höhlen, Hohlräume 
in Bäumen, aber auch anthropogene Strukturen [142, 143]. Insbesondere 
Hausdächer werden häufig als Quartiere genutzt [143], was auch bei der in 
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dieser Arbeit untersuchten Kolonie der Fall war. M. condylurus ist insektivor, 
wobei Coleoptera (Käfer), Hemiptera (Schnabelkerfen), Lepidoptera 
(Schmetterlinge) und Diptera (Zweiflügler) als Beutetiere beschrieben werden 
[142-144]. 
 
Abbildung 4: Vorkommen von M. condylurus [140] und Ausbrüche der 
Ebolaviruserkrankung in Anlehnung an [14] 
Die Fledermausspezies M. condylurus ist weit verbreitet in Subsahara-Afrika. Grün: 
Bereiche, in denen die Spezies vorkommt. Ausbrüche der Ebolaviruserkrankung seit 
1976 werden durch Kreise gekennzeichnet. Die Virusspezies werden durch 
unterschiedliche Farben und die Anzahl der Fälle bei den Ausbrüchen durch die Größe 
der Kreise dargestellt. 
 
Die Tiere haben zwei Geburten pro Jahr und bekommen dabei pro Wurf nur ein 
Jungtier [145], wobei die Tragzeit 85 Tage beträgt und die Weibchen bereits im 
ersten Jahr geschlechtsreif werden [146]. Die Populationen in den Quartieren 
können wenige oder teilweise tausende Tiere umfassen [142, 143]. Die große 
Anzahl von Tieren in großer Nähe in einigen Kolonien begünstigt 
Virustransmissionen und die dauerhafte Zirkulation von Viren in der Population 
[147]. In Abbildung 4 sind neben dem Vorkommen von M. condylurus die 
Ausbruchsregionen der Ebolaviruserkrankung in Afrika seit 1976 dargestellt 
[14]. 
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1.3.2 Biologische Eigenschaften von Chiroptera als Virusreservoire 
Chiroptera haben einige Adaptationen ausgebildet, die einzigartig innerhalb der 
Säugetiere sind [133]: Dazu zählen u.a. die Fähigkeit zum aktiven Fliegen, die 
ausgesprochen lange Lebensdauer, die Echolokation, und das einzigartige 
Immunsystem. Einige dieser Eigenschaften könnten Hinweise darauf liefern, 
wie Chiroptera Virusreservoire darstellen und wie sie an der Transmission von 
Viren beteiligt sind, ohne bei Infektion selbst Krankheitssymptome zu 
entwickeln. 
Chiroptera sind die einzigen Mammalia, die zum aktiven Flug befähigt sind, 
wobei sie teilweise hunderte oder sogar tausende Kilometer zurücklegen 
können [136, 147]. Dadurch können Viren auch über größere Distanzen 
verbreitet werden [148, 149]. Während des Fluges wurden in Fledermäusen 
hohe metabolische Raten mit einem 30-fach höherem Sauerstoffverbrauch als 
im Ruhezustand und ein Anstieg der Körpertemperatur gemessen [150]. 
Chiroptera haben eine bis zu zehnmal längere Lebensdauer, als man aufgrund 
der geringen Körpergröße und der hohen Stoffwechselraten erwarten würde 
[133, 151]. Die lange Lebensdauer erhöht widerum die Möglichkeit von 
Virustransmissionen [147]. Persistente Infektionen in langlebigen Chiroptera 
würden zu einer signifikanten Erhöhung der Basisreproduktionszahl R0 und 
einem erhöhtem Potenzial für Intra- und Interspeziestransmissionen von Viren 
führen [152].  Mit mehr als 40 Jahren weist die Fledermaus Myotis brandtii bei 
einem Körpergewicht von 4 bis 8 g die längste dokumentierte Lebensdauer bei 
Chiroptera auf [153, 154]. Die Tiere zeigen außerdem kaum Anzeichen von 
Seneszenz, wie Zunahme der Mortalität oder Abnahme der Fertilität im hohen 
Alter [155], und die Tumorgeneseraten sind vernachlässigbar gering [133, 156].  
Da Chiroptera keinerlei Symptome nach Infektion mit verschiedenen für 
Menschen hochpathogenen Viren wie dem Hendra-, Nipah- oder Marburgvirus 
zeigen [157, 158], sind generell zwei Szenarien denkbar [149]: So könnten 
Chiroptera „resistenter” sein und die Virusreplikation effizienter kontrollieren als 
Menschen. Demgegenüber könnten sie auch eine „Toleranz” entwickelt haben 
und trotz Virusreplikation ihre Gesundheit und Fitness beibehalten [159, 160]. 
Genomanalysen des Flughundes R. aegyptiacus liefern Hinweise, dass nicht 
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effektivere antivirale Mechanismen, sondern eine erhöhte Toleranz für die 
beobachteten asymptomatischen Infektionen verantwortlich sein könnten [161]. 
Das IFN-System stellt in Vertebraten eine der ersten Verteidigungslinien gegen 
virale Infektionen dar und könnte daher für eine mögliche schnelle Kontrolle der 
Virusreplikation und die asymptomatische Koexistenz von Chiroptera mit Viren 
entscheidend sein [162]. Mit verschiedenen Zellkulturen aus Chiroptera wurden 
Untersuchungen des angeboren Immunsystems, insbesondere des  
Typ-I-Interferonsystems, durchgeführt [162-166]. In nicht-stimulierten Zellen aus 
der Flughundgattung Pteropus konnte eine konstitutive Expression von IFN-α 
festgetellt werden, die nach Stimulation oder Infektion nur wenig zunahm [165]. 
Eventuell ist dadurch eine schnellere Interferonantwort ohne Verzögerung in 
Flughunden der Gattung Pteropus möglich [149]. Hinweise darauf, dass die 
ausgelösten Interferonantworten kürzer andauernd und weniger zellschädigend 
als in humanen Zellen ablaufen, könnten erklären, wie die konstitutive 
IFN-Expression in Flughunden der Gattung Pteropus toleriert wird [149].  
1.3.3 Thermoregulation von M. condylurus 
Vögel und viele Säugetiere können ihre Körpertemperatur auch bei stark 
wechselnden Umgebungstemperaturen auf einen konstanten Sollwert einregeln 
und werden als homoiotherm („gleichwarm”) bezeichnet [167, 168]. Die 
Sollwerte der Thermoregulation betragen in der Regel für Placentalia, zu denen 
auch die Chiroptera zählen, 36-38°C. M. condylurus hat besondere 
Mechanismen der Thermoregulation entwickelt und kann dadurch 
unterschiedlichste klimatische Bedingungen tolerieren und eine Vielzahl von 
Habitaten nutzen [142, 143]. 
1.3.3.1 Torpor und niedrige Körpertemperaturen 
Eine mögliche Strategie einiger Chiroptera ist die Heterothermie, wobei die 
Tiere fakultativ ihre Körpertemperatur in Anpassung an die 
Umgebungstemperatur absenken, um Energie zu sparen. Als Torpor 
bezeichnet man den Zustand stark herabgesetzter Stoffwechselaktivität 
während der tagesperiodischen Ruhephasen [167], wobei sich die 
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Körpertemperatur der Umgebungstemperatur annähert, um möglichst wenig 
Stoffwechselenergie für Thermoregulation aufwenden zu müssen [169]. Im 
Torpor sind die Tiere quasi poikilotherm („wechselwarm”), während sie im 
Aktivitätszustand homoiotherm sind [170]. Die Fähigkeit zum Torpor ist weit 
verbreitet innerhalb der Chiroptera und tritt auch bei tropischen Arten auf [171]. 
M. condylurus wird als thermolabil beschrieben, mit täglichen Phasen von 
Torpor und Körpertemperaturen, die sich entsprechend den 
Umgebungstemperaturen verändern, wobei im Winter Körpertemperaturen von 
12°C gemessen werden konnten [172]. Bei Nacht bleiben die Tiere 
üblicherweise homoiotherm und weisen bei Umgebungstemperaturen zwischen 
15-35°C Körpertemperaturen von durchschnittlich 35,2°C auf [173]. 
Tagsüber fielen die Tiere bei niedrigeren Umgebungstemperaturen in Torpor 
und wiesen bei 15°C Umgebungstemperatur, durchschnittliche 
Körpertemperaturen von etwa 20°C auf (Abbildung 5). Dabei betrug der 
Energieverbrauch der Tiere nur noch 17 % im Vergleich zu Tieren, die bei 




Abbildung 5: Körpertemperaturen von M. condylurus bei 
Umgebungstemperaturen zwischen 15°C bis 45°C in Anlehnung an [173] 
Dunkle Balken indizieren die Temperaturmessung bei Nacht, helle Balken bei Tag. Die 
horizontalen Linien im Balken indizieren die durchschnittliche Körpertemperatur. 
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Niedrigere Körpertemperaturen und Stoffwechselraten könnten 
Immunantworten unterdrücken und die Virusreplikationsrate senken, so dass 
die Viruseleminierung aus Chiroptera verzögert wird  [147, 156, 174]. 
1.3.3.2 Hohe Körpertemperaturen im Fledermausquartier und beim Flug 
M. condylurus ist sehr tolerant gegenüber Hitze und nutzt Quartiere, die häufig 
Umgebungstemperaturen von über 40°C aufweisen, was letal für viele andere 
Chiroptera wäre [173]. So wurden für Quartiere von M. condylurus 
Spitzentemperaturen von über 60°C und teilweise mehr als 6 h pro Tag 
Temperaturen über 40°C beschrieben [175]. M. condylurus bevorzugt die 
heißesten Quartiere unter Hausdächern und erlaubt einen Anstieg der 
Körpertemperatur, um Energie zu sparen, die anderenfalls für 
Kühlmechanismen notwendig wäre [143]. Umgebungstemperaturen über 35°C 
führen zu einem Anstieg der Körpertemperaturen, wobei bei 45°C 
Umgebungstemperatur eine Körpertemperatur von 43°C gemessen wurde 
[173]. 
Die minimale Flugtemperatur von M. condylurus wurde in einer Studie auf 
ungefähr 35°C bestimmt, weshalb am späten Nachmittag, kurz vor Beginn der 
Nahrungssuche, die Körpertemperatur auf dieses Niveau angehoben wird [175].  
Die durchschnittliche Körpertemperatur von fliegenden Fledermäusen der Art 
M. condylurus beim Verlassen des Quartiers betrug 40,5 ± 1,1°C [175]. Diese 
Körpertemperaturen ähneln den Temperaturbereichen, die mit 38-41°C 
typischerweise bei Fieber in Mammalia anzutreffen sind [176]. Im Flug gehen 
Schätzungen von einer 15-16-fachen Steigerung der Metabolismusraten in 
Chiroptera aus und wie beim Fieber könnte es zu einer Aktivierung 
verschiedener Komponenten des Immunsystems kommen, was einen Einfluss 
auf die Virulenz und Toleranz von Viren in dieser Fledermausspezies haben 
könnte. 
Viren sind folglich in M. condylurus sehr niedrigen Temperaturen während des 
Torpors, als auch hohen Temperaturen tagsüber in den heißen 
Fledermausquartieren und nachts während des Fluges ausgesetzt. Der Einfluss 
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der Temperatur in M. condylurus-Zellen auf die filovirale Replikation und auf 
mögliche Viruspersistenz in den Zellen, wurde bisher noch nicht untersucht. 
1.3.3.3 Relevante Umgebungstemperaturen von M. condylurus an der 
Elfenbeinküste 
Der Norden der Elfenbeinküste zeichnet sich durch ein wechselfeuchtes 
Savannenklima mit relativ starken täglichen Temperaturschwankungen von 
20°C aus [177]. Während im März und April die Temperaturen auf über 40°C 
ansteigen, werden im Dezember und Januar auch Tiefsttemperaturen von 10°C 
gemessen [177, 178]. Das Dorf Koffikro (Fangort) befindet sich im Süden des 
Landes, weniger als 20 Km von Abidjan entfernt. Das Klima dort ist tropisch mit 
Temperaturen zwischen 21-32°C (Abbildung 6). Aber auch in Abidjan können 
im Januar Tiefsttemperaturen von 15°C auftreten [179]. 
 
 
Abbildung 6: Klimadiagramm Elfenbeinküste (Abidjan) – Jahresübersicht [177] 
1.3.4 Eintritt von Filoviren in Chiroptera-Zellen 
Für Chiroptera-Zellkulturen wurde gezeigt, dass NPC1 eine genetische 
Determinante für die Suszeptibilität für Filoviren darstellt. NPC1-
Sequenzvariationen in einigen Chiroptera-Spezies führen zu einer reduzierten 
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GP-NPC1-Interaktion, welches eine Adaptation des Wirtes an Filoviren 
darstellen könnte [180]. Diese Interaktion beeinflusst maßgeblich die zelluläre 
Suszeptibilität von Chiroptera für Filoviren, den filoviralen Replikationszyklus 
und die Virulenz [180]. Die Aminosäure 502 in der zentralen Region der 
Domäne C von NPC1 ist besonders wichtig für die Interaktion mit dem  
Ebola-GP-Protein [180-182]. Der Austausch einer einzelnen Aminosäure von 
Asparaginsäure zu Phenylalanin an dieser Position (D502F) führt dazu, dass 
Zellen des Flughundes Eidolon helvum refraktär gegenüber Infektionen mit 
EBOV sind [180]. 
1.3.5 Chiroptera als Reservoirwirte verschiedener Viren 
1.3.5.1 Viruspersistenz im Reservoirwirt und Spillover-Ereignisse 
Das natürliche Reservoir eines Infektionserregers ist definiert als eine oder 
mehrere epidemiologisch verbundene Populationen oder Umgebungen, in 
denen das Pathogen permanent existieren und von dort auf einen anderen Wirt 
übertragen werden kann [183]. Etwa 60 % der emergierenden 
Infektionskrankheiten werden durch Pathogene aus dem Tierreich ausgelöst 
und als Zoonosen bezeichnet [149, 184]. Chiroptera weisen einen signifikant 
höheren Anteil an zoonotischen Viren als alle anderen Mammalia auf [185] und 
stellen das natürliche Reservoir für eine Reihe im Menschen hochpathogener, 
emergierender Viren [186, 187] wie dem Hendra-, Nipah- [188] und 
Marburgvirus [189] dar. Spillover-Ereignisse aus Chiroptera sind bisher nur für 
RNA-Viren beschrieben [190], weil sich diese z.B. durch die höheren 
Mutationsraten bei der Replikation schneller an neue Wirte adaptieren können 
[149]. Um Vorhersagen möglicher Spillover-Ereignisse vornehmen zu können, 
ist die Identifikation des natürlichen Reservoirs im Tierreich wichtig [183]. In 
vielen Fällen koexistieren im Menschen hochpathogene zoonotische Viren mit 
ihrem natürlichen Reservoirwirt und verursachen dabei in ihm keinerlei 
Krankheitssymtome [149, 158, 191-193]. Die Identifizierung des Reservoirs 
ermöglicht grundlegene Einblicke in die unterschiedlichen Virus-Wirts-
Interaktionen und immunologischen Prozesse [194, 195], was der Schlüssel zur 
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Behandlung von zoonotischen Erkrankung sein könnte [194, 195]. Bei der 
Suche nach dem natürlichen Reservoir eines Virus werden beispielsweise 
epidemiologische Untersuchungen vorgenommen oder versucht, eine natürliche 
Infektion im Tier durch Detektion des Virus oder virusspezifischer Antikörper 
nachzuweisen [149, 183]. Auch phylogenetische Analysen können zur 
Identifikation eines natürlichen Reservoirwirtes beitragen [196]. Das essentielle 
Kriterium für die Identifizierung eines natürlichen Reservoirs ist jedoch der 
Nachweis der Persistenz der Infektion in der Reservoirspezies, welcher nur 
durch Langzeitstudien zu erbringen ist [183, 197].  
In einer Langzeitstudie mit dem Flughund Pteropus vampyrus wurde eine 
Gruppe von gefangenen Tieren ein Jahr auf Nipahvirus getestet [198]: Nach 
Monaten, in denen bei keinem der Tiere Nipahviren in Blut-, Rachenabstrich- 
oder Urinproben nachgewiesen werden konnten, wurde schließlich infektiöses 
Nipahvirus im Urin eines Tieres detektiert, weshalb die Autoren von einer 
Persistenz des Virus in bestimmten Organen ausgehen. In einer weiteren 
Langzeitstudie mit dem Flughund R. aegyptiacus wurden experimentell mit 
MARV-infizierte Tiere mit nicht-infizierten Kontakttieren zusammen gehalten 
[199]. Ein Kontakttier wurde vier Monate nach der ursprünglichen Inokulation 
infiziert, und drei Kontakttiere entwickelten nach sieben Monaten eine Virämie. 
Auch in diesem Experiment könnte eine Viruspersistenz in bestimmten Organen 
der Flughunde die Erklärung für die späten Infektionen sein [199, 200]. 
Derzeit ungeklärt ist, warum Spillover-Ereignisse vom Chiroptera-Reservoir auf 
den Menschen sporadisch und selten auftreten. Eine Hypothese ist, dass durch 
bestimmte physiologische und ökologische Faktoren eine verstärkte 
Virusreplikation und -ausscheidung in den persistent infizierten Chiroptera 
ausgelöst wird [201, 202], die für eine Infektion des Menschen notwendig ist. 
Abnehmende Antikörpertiter und eine Suppression des angeboren 
Immunsystems durch Stress könnten zur verstärkten Virusreplikation in der 
Reservoirspezies führen [200], wobei Ernährungsstress und 
Schwangerschaften hierbei Ursachen sein könnten [203-205]. 
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1.3.5.2 Beispiele für Chiroptera als Reservoirwirte 
Verschiedene Vertreter der Chiroptera wurden bereits als natürliches Reservoir 
für unterschiedliche Viren identifiziert. Zu den wenigen Viren, die 
symptomatische Infektionen bei Chiroptera auslösen, gehören das Rabiesvirus 
(RABV) und andere Lyssaviren [157, 206-210], für die verschiedene 
Chiropteraspezies als natürliche Reservoire identifiziert wurden [211-213]. Die 
Sterblichkeit bei Infektionen mit dem Vampire bat rabies virus (VBRF) in seinem 
natürlichen Reservoir, der Fledermaus Desmodus rotundus, beträgt dabei 
allerdings nur etwa 10 % und ist somit viel geringer als in anderen suszeptiblen 
Mammalia [214]. Für die hochpathogenen Hendra- und Nipahviren, die über 
Pferde bzw. Schweine als Zwischenwirte auf den Menschen übertragen 
werden, konnten verschiedene Vertreter der Flughundgattung Pteropus als 
natürliche Reservoire identifiziert werden [215, 216]. In China konnten 
Fledermäuse der Gattung Rhinolophus als ein mögliches Reservoir des  
SARS-Coronavirus (CoV) identifiziert werden, welches über Zibetkatzen als 
Zwischenwirt übertragen wird [217-219]. Für MERS-CoVs scheinen Dromedare 
ein natürliches Reservoir darzustellen [220-223], wobei auch hier 
wahrscheinlich Chiroptera das ursprüngliche Reservoir bilden [222]. So konnten 
verschiedene nah verwandte Coronaviren in unterschiedlichen 
Fledermausspezies nachgewiesen werden [224, 225]. Gegenwärtig hat das 
Coronavirus SARS-CoV-2, der Erreger von COVID-19  
(coronavirus disease 2019), eine Pandemie ausgelöst, welche im Dezember 
2019 in Wuhan in China begann [226]. Bis zum 21. September 2020 waren 
bereits mehr als 31 Mio Menschen weltweit mit SARS-CoV-2 infiziert und mehr 
als 960.000 Menschen verstorben [227]. Das SARS-CoV-2-Virus weist 96,2 % 
Sequenzähnlichkeit zu einem Coronavirus aus Chiroptera (BatCoV RaTG13) 
auf, so dass ein Vertreter der Chiroptera auch für dieses neue Coronavirus als 
natürliches Reservoir vermutet wird [226, 228-230]. Persistente Infektionen mit 
Chiroptera-CoVs konnten in der Fledermausspezies Myotis lucifugus gezeigt 
werden, in denen nach viermonatigem Winterschlaf im Labor, Virus in Darm 
und Lungen einiger Tiere detektiert werden konnte [231]. Desweiteren gibt es 
verschiedene Hinweise darauf, dass Vertreter der Chiroptera auch als 
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natürliche Reservoire für einige Hantaviren eine Rolle spielen [232-236]. 
Kürzlich wurde auch in M. condylurus ein bisher unbekanntes Hantavirus 
nachgewiesen, welches vorläufig als Kiwira virus bezeichnet wird [237]. Für 
andere Filoviren, das MARV und das RAVV, konnte der Flughund 
R. aegyptiacus eindeutig als ein natürliches Reservoir identifiziert werden  
[158, 189, 205, 238-244]. 
1.3.6 M. condylurus als potenzielles Reservoir von Ebolaviren 
Hohe Fallsterblichkeitsraten in infizierten Menschenaffen und 
waldbewohnenden Antilopen (Duckern) weisen darauf hin, dass Virus und Wirt 
nicht ausreichend aneinander adaptiert sind und diese Tiere nicht das 
natürliche Reservoir für Ebolaviren darstellen [241, 245, 246]. 
Ausbruchsuntersuchungen und verschiedene Studien haben Hinweise darauf 
geliefert, dass Vertreter der Chiroptera wahrscheinlich auch das natürliche 
Reservoir von Ebolaviren darstellen [241, 247]. In ländlichen Regionen in Afrika 
sind regelmäßige Interaktionen zwischen Menschen und Chiroptera nicht 
ungewöhnlich [248, 249] und für verschiedene Ebolavirus-Ausbrüche gibt es 
Hinweise darauf, dass der Indexpatient vor der Infektion in Kontakt mit 
Chiroptera war [241, 250, 251]. Experimentelle Infektionen von R. aegyptiacus 
zeigten, dass diese Flughundspezies nicht das natürliche Reservoir für 
Ebolaviren darstellt [252, 253]. In einer Vielzahl von Studien wurden gefangene 
Chiroptera seropositiv für Ebolaviren getestet, wobei bisher der Nachweis in 
307 individuellen Tieren von 17 verschiedenen Spezies in Afrika und Asien 
gelang [204, 241, 254-261]. Im Jahr 2005 konnte EBOV RNA in drei 
verschiedenen Flughundspezies detektiert werden (Hypsignathus monstrosus, 
Epomops franqueti und Myonycteris torquata) [254]. Seit dieser Zeit 
fokussierten sich viele Studien auf Flughunde als mögliches Reservoir, während 
insektivore Fledermäuse in der Ebolavirus-Reservoirforschung nur wenig 
Beachtung fanden [262].  
Trotzdem gab es auch einige wenige Studien, die Hinweise darauf liefern, dass 
M. condylurus ein potenzielles Reservoir für Ebolaviren darstellen könnte. So 
konnten EBOV-spezifische Antikörper in dieser Fledermausspezies detektiert 
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werden [255]. Darüber hinaus replizierte EBOV in M. condylurus nach 
experimenteller Infektion, ohne dabei Krankheitserscheinungen hervorzurufen 
[191]. Virus konnte aus dem Blut und Organen isoliert werden, ohne dass 
histopathologische Veränderungen festzustellen waren. In epidemiologischen 
Untersuchungen des Ebola-Ausbruchs in Westafrika 2014-2016 gab es 
Hinweise, dass der Index-Patient mit Fledermäusen der Art M. condylurus in 
Kontakt gewesen sein könnte, bevor er erste Krankheitssymptome entwickelte 
[250]. Die kürzliche Entdeckung eines neuen Ebolavirus, dem Bombali virus, in 
zwei Fledermausspezies in Sierra Leone (M. condylurus und Chaerephon 
pumilus) [13] und der wiederholte Nachweis von BOMV RNA in M. condylurus 
in Kenia [263] und Guinea [264], verdeutlichen die Notwendigkeit, die Rolle von 
M. condylurus für die Ökologie von Ebolaviren weiter zu erforschen. 
1.4 Zielsetzung 
Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollten durch verschiedene experimentelle 
Ansätze Untersuchungen mit der Fledermausart M. condylurus durchgeführt 
werden, um Anzeichen für Virus-Wirts-Adaptationsprozesse und zelluläre 
Viruspersistenz zu finden und so die Bedeutung von M. condylurus als 
Reservoir für Ebolaviren besser beurteilen zu können.  
Zunächst sollte eine Gruppe von Fledermäusen dieser Art an der 
Elfenbeinküste mit Unterstützung eines afrikanischen Partners gefangen und in 
Haltung genommen werden. In einer eigens zu diesem Zwecke konstruierten 
Käfiganlage sollten die Tiere über den Zeitraum von einem Jahr auf Viren 
untersucht werden, indem regelmäßig orale Abstriche und Urinproben mittels 
Next Generation Sequencing (NGS) analysiert werden. Dadurch sollten erste 
Einblicke in die virale Diversität in dieser Fledermausart und den zeitlichen 
Verlauf von Virusausscheidungen unter Berücksichtigung von saisonalen oder 
anderen biotischen/abiotischen Faktoren gewonnen werden.  
Parallel sollten Primärzellkulturen und immortalisierte Zelllinien von  
M. condylurus aus möglichst vielen Organen etabliert werden, die als 
Grundlage für weiterführende Untersuchungen dienten. Die Expression des 
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zellulären Rezeptors NPC1, essentiell für die Replikation von Filoviren, sollte in 
den etablierten Fledermauszellkulturen mit bekannten humanen und 
Affenzellkulturen verglichen werden, um Unterschiede zwischen Mensch bzw. 
Affe und der möglichen Reservoirspezies M. condylurus auf Rezeptorebene 
darzustellen.  
Daran anschließend sollten mit den Fledermauszellkulturen 
Infektionsexperimente im Hochsicherheitslabor mit Ebolaviren durchgeführt 
werden und die Virusreplikationskinetik mit der Kinetik in Kontrollzellen 
verglichen werden. Darüberhinaus sollte untersucht werden, ob EBOV eine 
persistierende Infektion in Fledermaus-Primärzellen etablieren kann, was einen 
weiteren Hinweis auf die Rolle dieser Fledermausart als Reservoir für 
Ebolaviren liefern könnte. 
Eine besondere biologische Eigenschaft von M. condylurus besteht darin, die 
Körpertemperatur zu einem gewissen Umfang der Umgebungstemperatur 
anzupassen. Im letzten Abschnitt dieser Doktorarbeit sollte daher untersucht 
werden, ob die Fledermaus-Primärzellen bei niedrigen (27°C) und hohen (42°C) 
Temperaturen kultiviert werden können und welchen Einfluss diese 
Temperaturen auf die filovirale Virusreplikation haben. Möglicherweise könnte 
diese biologische Eigenschaft von M. condylurus eine Möglichkeit darstellen, 
wie in vivo die Virusreplikation und Übertragung innerhalb einer 
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2 Material 
2.1 Chemikalien, Medien und Reagenzien 
Bezeichnung Hersteller Produktnummer 
2-Mercaptoethanol Carl Roth 4227.3 
Acti-stain 555 Phalloidin Cytoskeleton PHDH1-A 
Agarose UltraPure™ Invitrogen™ 16500500 
Albumin Fraktion V Carl Roth 0163.2 
Antibiotic-Antimycotic (100x) Gibco™ 15240062 
Chloroform-Isoamyl-Alkohol-Mix Merck 25666 
CytoFLEX Daily QC Fluorospheres Beckman Coulter B53230 
CytoFLEX Sheath Fluid Beckman Coulter B51503 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma 276855 
Dispase I Sigma-Aldrich P3417 
DNA Gel Loading Dye (6x) 
Thermo           
Scientific™ 
R0611 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium -  
high glucose (DMEM) 
Sigma-Aldrich D6546 
Dulbeccos’s Modified Eagle Medium /    
Nutrient Mixture F12 (DMEM/F12) 
Sigma-Aldrich D8437 
Essigsäure 100 % Carl Roth 3738.4 
Ethanol absolut Merck 1070172511 
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) Sigma-Aldrich E9884 
Fetales Rinderserum (FBS) Biochrom 1318D 
GeneRuler 100 bp DNA Ladder 
Thermo           
Scientific™ 
SM0241 
Glycin Carl Roth 3908 
Hepatocyte Wash Medium Gibco™ 17704024 
Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium 
(IMDM) 
Biowest L0190-500 
Isofluran cp-pharma® 1214 
Kollagen I (aus Rattenschwanz) Sigma-Aldrich C7661 
Kollagenase A Sigma-Aldrich 10103578001 
L-Glutamine 200mM (100x) Gibco™ 25030-081 
Liver Digest Medium  Gibco™ 17703034 
Macrophage Growth Supplement (MaGS) 
(100 x) 
ScienCell 1972 
Midori Green Advance DNA Stain Nippon Genetics MG04 
Paraformaldehyd Carl Roth 0335.1 
Paraformaldehyd (PFA) 4 %                     
in PBS (pH 7.4) 
Morphisto 1.176.201.000 
Material 
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Bezeichnung Hersteller Produktnummer 
Penicillin-Streptomycin (10000 U/mL) 100x 
(Pen-Strep) 
Gibco™ 15140122 
Phosphate Buffered Saline (PBS) Biochrom L1820 
Rattenschwanz Kollagen Typ I Sigma-Aldrich C7661 
Recovery™ Cell Culture Freezing Medium Gibco™ 12648010 
RNaseOUT™ RNase Inhibitor Invitrogen™ 10777019 
ROTI® Mount FluorCare DAPI  Carl Roth HP20.1 
TRIS Carl Roth 4855.1 
Triton® X 100 Carl Roth 3051.3 
TRIzol™ LS Reagent Invitrogen™ 10296028 
Trypanblau-Lösung (0,4 %) NanoEnTek EVS-050 
Trypsin-EDTA Lösung (0,25 %) Sigma-Aldrich T4049 
Tween® 20 Carl Roth 9127.1 
William’s E Medium,                               
GlutaMAX™ Supplement  
Gibco™ 32551020 
2.2 Puffer und Zellkulturmedien 
Anwendung Puffer / Medium Zusammensetzung 
Agarose-
Gelelektrophorese 
Elektrophoresepuffer   
0,5 x TAE  
20 mM TRIS, 10 mM 









Fixierungspuffer 4 % Paraformaldehyd in PBS 
Quenchingpuffer 0,3 M Glycin in PBS (pH 7,4)  
Permeabilisierungspuffer 
0,1 % Triton® X 100-Lösung 
in PBS 
PBST (Waschpuffer) 
0,1 % Tween® 20-Lösung    
in PBS 
Blockpuffer 
1 % Albumin Fraktion V in 
PBST   
FACS-Puffer 
PBS mit 2 % FBS, 1 mM 
EDTA, 0,1 % Natriumazid, 
pH 7,4  
Langzeitbeprobung 
von Fledermäusen an 
der Elfenbeinküste 
Transportpuffer für   
Oralabstrichproben und      
Fledermausurin 
PBS, 1 % Albumin Fraktion 






Einfriermedium 90 % FBS, 10 % DMSO 
Fledermaus-
zellkulturmedium  
DMEM / F12, 5 % bzw. 15 % 
FBS, 2 x Antibiotic-
Antimycotic 
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Anwendung Puffer / Medium Zusammensetzung 
Leberzellkulturmedium  
William’s E Medium,        
GlutaMAXTM Supplement,    
5 % bzw. 15 % FBS,              
2 x Antibiotic-Antimycotic 
Zellkulturmedium für    
humane / Affenzelllinien 
und Virustitrationen 
DMEM, 5 % / 10 % / 15 % 
FBS, 2 mM Glutamin,  
1 x Penicillin-Streptomycin 
2.3 Kommerzielle Kits 
Bezeichnung Hersteller Produktnummer 
AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Kit  Thermo Fisher 4387391 





High Pure PCR Product Purification Kit Roche 11732676001 
HiSeq SBS Kit V4 Illumina® FC-401-4003 
HiSeq SR Cluster Kit v4 cBot Illumina® GD-401-4001 
Live/Dead™ Fixable Violet Dead Cell 
Stain Kit 
Thermo Fisher L34964 
MinElute PCR Purification Kit Qiagen 28006 
NextSeq 500/550 High Output Kit v2.5 Illumina® 20024907 





peqGOLD Viral DNA/RNA Kit PEQLAB 732-3094 
Platinum™ Taq DNA Polymerase Kit Invitrogen™ 10966034 
QIAamp Viral RNA Mini Kit Qiagen 52906 
Qubit™ dsDNA HS Assay Kit Invitrogen™ Q32854 
RNase-Free DNase Set Qiagen 79256 
Sequenzierkit BigDye™ Terminator v3.1 
Applied        
Biosystems™ 
4337454 
SuperScript™ II Reverse Transcriptase 
Kit 
Invitrogen™ 18064071 
TransDux MAX™ Kit SBI LV860A-1 
Transfektionskit Lipofectamine™ 3000 Invitrogen™ L3000001 
Turbo DNA-free™ Kit Invitrogen™ AM1907 
ViraDuctin™ Lentivirus Transduction Kit  Cell Biolabs LTV-200 
2.4 Primer 
Nr. Bezeichnung Sequenz (5'-3') 
1 EBOV-FW ACTCCTACTAATCGCCCGTAAG 
Material 
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Nr. Bezeichnung Sequenz (5'-3') 
2 EBOV-RV ATCAGCCGTTGGATTTGCT 









6 K8N Random Primer GACCATCATGCGACCTCCACNNNNNNNN 
7 K-Primer GACCATCATGCGACCTCCAC 
8 MARV-FW AAGCATTCCCTAGCAACATGATGGT 





Name Antigen Hersteller Produktnummer 
 
Primärantikörper 
Anti-EBOV-NP                 





Anti-Niemann Pick C1    
Antikörper 











Esel Anti-Maus IgG H&L 
(Alexa Fluor® 647)  
Maus abcam ab150111 
Ziege Anti-Maus IgG H&L 
(Alexa Fluor® 488) 
Maus Dianova 115-545-003 
 
Isotypkontrolle 








Zusätzlich zu den in Tabelle 6 beschriebenen Primärzellen und Zelllinien aus 
Fledermäusen wurden folgende Zelllinien in dieser Doktorarbeit verwendet: 
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Zelllinie Detailinformationen Bezugsquelle 
HEK293 ATCC 
humane embryonale         
Nierenzelllinie 
Robert Koch-Institut,        
ZBS 5 Stammsammlung 
HEK293∆NPC1 
humane embryonale         
Nierenzelllinie ohne den         
zellulären Rezeptor NPC1 
(CRISPR/Cas9 Knockout) 
King's College London,     
Arbeitsgruppe Stuart Neil 
HeLa ATTC 
humane Epithelzelllinie aus 
einem Zervixkarzinom 
Robert Koch-Institut,        
ZBS 5 Stammsammlung 
Vero UNC 
Nierenepithelzelllinie aus der 
Primatengattung Chlorocebus 
(Grüne Meerkatzen) 
Robert Koch-Institut,        
ZBS 5 Stammsammlung 
2.7 Virusstämme 
Virus Titer Bezugsquelle 
Influenza-A-Virus 
(H1N1/pdm09 A/           
Michigan/45/2015) 
5,62 x 105 TCID50/ml 
(auf MDCK) 
Robert Koch-Institut,      
Nationales                     
Referenzzentrum für      
Influenzaviren, 
Stammsammlung 
Marburg virus Musoke 
1,05 x 106 TCID50/ml 
(auf MoKi) 




106 CFU/ml ABM; G256-GVO-ABM 
Zaire Ebolavirus GFP 8,7 x 106 pfu/ml 
Robert Koch-Institut,        
S4 Stammsammlung 
Zaire Ebolavirus Makona 
C05 (GIN/2014/Gueckedou) 
2,94 x 107 TCID50/ml 
(auf MoKi) 




Absaugsystem Integra Biosciences™ Vacusip Integra Biosciences™  
Applied Biosystems™ 7500,                                
Real-Time PCR System 
Applied Biosystems® 
Brutschrank CB150 / CB160 Binder 
CoolCell LX, BCS-405 Biocision 
Cytoflex S Durchflusszytometer Beckman Coulter  
Durchlicht-Inversionsmikroskop EVOS™ XL Core Life Technologies 
Elektrophorese-Netzgerät ST504 Gibco-BRL 
EVE™ Automatisierter Zellzähler NanoEnTek 
Material 




Fledermausvolieren Volierenbau Genge 
Fledermauswaage Micro Line (100 g) Pesola 
Fledermauswaage Micro Line (60 g) Pesola 
Fluoreszenzmikroskop Evos™ FL Life Technologies 
Geldokumentation Gel Doc™ XR+ Bio-Rad 
Gelelektrophorese-System Horizon 58 Biometra GmbH 
Genetic Analyzer 3500xL Dx Applied Biosystems® 
HiSeq 1500 (NGS) Illumina® 
IATA CryoShipper MVE 
iButton Temperaturlogger Maxim Integrated 
Konfokales Laserscanning Mikroskop LSM 780 Zeiss 
Kryokonservierungsbehälter BIOSAFE®  Cryotherm® 
Mikrozentrifuge 5424 R Eppendorf 
Multipette® E3x Eppendorf 
NextSeq 550 (NGS) Illumina® 
Qubit™ 3.0 Fluorometer Invitrogen™ 
Sicherheitswerkbank HERAsafe KSP 18 Thermo Scientific 
Sicherheitswerkbank MARS 1500 LaboGene ApS 
Thermoblock ThermoMixer® C Eppendorf 
Thermocycler peqSTAR Peqlab 
TissueLyser II Qiagen 
Ultrazentrifuge Optima™ XPN-100 Beckman Coulter  
Vortex-Genie® 2 VWR 
Wasserbad VWB12 VWR 
Zentrifuge 5810 R Eppendorf 
Zentrifuge Heraeus™ Multifuge™ X3R Thermo Scientific 
2.9 Verbrauchsmaterial 
Bezeichnung Hersteller Produktnummer 
2 ml Spritze Injekt® mit Luer Lock B. Braun 4606701V 
24-well-Platte (Nunclon™ Delta) 
Thermo Fisher    
Scientific 
142485 
6-well-Platte                                 
(BioCoat™ Kollagen I-beschichtet) 
Corning® 356400 
6-well-Platte (Nunclon™ Delta) 
Thermo Fisher    
Scientific 
140685 
8 mm PYREX™ Klonierungszylinder Fisher Scientific 09-552-21 
96-well-Platte (V-bottom) Corning® 3897 
Material 
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Bezeichnung Hersteller Produktnummer 
Abstrichtupfer             
FLOQSwabs™ Mini Tip 
Copan 518CS01 
Atemschutzmaske FFP3 mit Ventil Clean Breath  5804 
Bissschutzhandschuhe             
Heavy Duty-Kevlar 
Wisent 20606983 
Bissschutzhandschuhe         
Sharpsmaster HV™ 
HexArmor 7082 
Combitips advanced (10 ml) Eppendorf E-6406 
Deckgläser (12 mm Durchmesser) Carl Roth P231.1 
Desinfektionsmittel terralin® protect 
Schülke & Mayr 
GmbH 
181604 
Desinfektionsmittel Virkon™ S        
(5 g Tabletten) 
LANXESS   
Deutschland GmbH 
 
Fledermausbeutel Ecotone W25 
Fledermausfangnetz                   
(Mist Net 716/6P) 
Ecotone 716/6 P 
Hygienemasken VWR 113-0716 
Kanüle Sterican® Gr. 18 B. Braun 4657683 
Kryoröhrchen (2 ml) Sarstedt 72.694.006 





Petrischale (35 x 10 mm) Corning® 430588 
Petrischale (94 x 15 mm) Brandt 452005 
Phase Lock Gel™ Heavy Röhrchen Quantabio 733-2478 
Reagenzreservoir (50 ml) VWR 613-1184P 
Serologische Pipetten 10 ml VWR 612-3700 
Serologische Pipetten 25 ml VWR 612-3698 
Serologische Pipetten 5 ml VWR 612-3702 
Serologische Pipetten 50 ml VWR 612-3696 
Skalpell Cutfix™ (Nr. 21) B. Braun 5518075 
Ultrazentrifugenröhrchen Thinwall 
Ultra-Clear™; 38,5 ml 





Zellkulturflaschen 175 cm2 
EasYFlask™ (Nunclon™ Delta) 
Thermo Fisher    
Scientific 
10545131 
Zellkulturflaschen 25 cm2                   
(BioCoat™ Kollagen I-beschichtet) 
Corning® 356484 
Zellkulturflaschen 25 cm2 
EasYFlask™ (Nunclon™ Delta) 
Thermo Fisher    
Scientific 
10232771 
Zellkulturflaschen 75 cm2                   
(BioCoat™ Kollagen I-beschichtet) 
Corning® 356485 
Material 
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Bezeichnung Hersteller Produktnummer 
Zellkulturflaschen 75 cm2 
EasYFlask™ (Nunclon™ Delta) 
Thermo Fisher    
Scientific 
10538931 
Zellschaber (240 mm) TPP 99002 
Zellschaber (300 mm) TPP 99003 
Zellsieb EASYstrainer™ (100 µm) Greiner Bio One 542000 
Zellsieb EASYstrainer™ (40 µm) Greiner Bio One 542040 
Zellsieb EASYstrainer™ (70 µm) Greiner Bio One 542070 
Zentrifugalfilter Vivaclear            
MINI 0,8 µm PES 
Sartorius VK01P042 
Zentrifugenröhrchen 15 ml Sarstedt 62.554.502 
Zentrifugenröhrchen 50 ml Sarstedt 62.547.274 
2.10  Software 
Anwendung Software 
Bildbearbeitung Photoshop CS6 Extended (Adobe) 
Durchflusszytometrie CytExpert 2.1 (Beckman Coulter) 
Geldokumentation Image Lab 6.0 (Bio-Rad) 
Graphiken und Statistik Prism 8.4.0 (GraphPad) 
Graphiken Powerpoint 2010 (Microsoft) 
Konfokale Mikroskopie Zen 2.3 SP1 FP3 64 Bit Black (Zeiss) 
Literaturverwaltung EndNote X9 (Clarivate Analytics) 
Real-Time PCR Software 7500 Software v2.3 (Applied Biosystems®)  
Sequenzanalysen Geneious 11 (Biomatters) 
Tabellenkalkulation Excel 2010 (Microsoft) 
Textverarbeitung Word 2010 (Microsoft) 
Methoden 
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3 Methoden 
3.1 Fangen von Fledermäusen an der Elfenbeinküste 
Fledermäuse der Art M. condylurus wurden mit Japannetzen (Ecotone) an 
einem Haus im Dorf Koffikro an der Elfenbeinküste (Geografische Koordinaten: 
N 05° 19.340´; W 003° 49.431´) gefangen. Im Anschluss wurden die Tiere in 
Baumwollbeuteln zum LANADA Institut (Laboratoire National d’Appui au 
Développement Agricole) in Bingerville gebracht, wo sich sowohl die 
Käfiganlage für die Langzeithaltung der Fledermäuse befand, als auch auch die 
Organentnahme für die Etablierung der Primärzellkulturen erfolgte. Die 
Genehmigung zum Fangen, zur Haltung und zur Euthanasie der Fledermäuse 
wurde vom LANADA ausgestellt (No.05/virology/2016) und erfolgte 
entsprechend der Vorgaben des Ethik-Komitees des LANADA Instituts und des 
Nationalen Ethik-Komitees für Forschung. Die Besitzer des Hauses im Dorf 
Koffikro und der Dorfvorstand hatten dem Fangen der Fledermäuse 
zugestimmt. 
3.2 Langzeithaltung und Beprobung von Fledermäusen an der 
Elfenbeinküste 
Für die Konstruktion der notwendigen Voliere für die Langzeithaltung wurden 
zunächst modulare Aluminiumelemente (Volierenbau Genge) an die 
Elfenbeinküste transportiert. Vor Ort wurde dann eine Hauptvoliere mit 5 m x 
4 m und eine kleinere Quarantänevoliere mit 3 m x 2 m konstruiert. Hier sollten, 
im Falle von Erkrankungen, Tiere separiert werden können. Die Hauptvoliere 
und die Quarantänevoliere wurden dabei innerhalb eines überdachten 
Außenkäfigs konstruiert (Anhang, Abbildung 1A), um die Fledermäuse während 
der Langzeithaltung vor Wildtieren und Wetter zu schützen. Der Innenraum der 
Volieren wurde für die Ruhephasen der Tiere mit Fledermauskästen und zur 
Verhaltensanreicherung (Enrichment) mit Tüchern und Pflanzen artgerecht 
ausgestaltet. Alle Fledermäuse wurden mittels PCR negativ auf Filoviren 
getestet. Die Ernährung der Fledermäuse in Gefangenschaft erfolgte mit den 
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Larven des Mehlkäfers (Tenebrio molitor), die auch als Mehlwürmer bezeichnet 
werden (Abbildung 7A). Verweigerten die Tiere die Nahrungsaufnahme und 
kam es innerhalb der ersten drei Tage zu einem Gewichtsverlust von mehr als 
25 % vom initialen Körpergewicht, so wurden die Tiere in das Dorf Koffikro 
zurückgebracht und freigelassen. Um während der Langzeithaltung eine 
möglichst ausgewogene Ernährung der Tiere zu gewährleisten, wurden die 
Mehlwürmer vor der Verfütterung an die Fledermäuse mit frischem Obst und 
Gemüse gefüttert und die Fledermäuse mit der Vitaminpaste Nutri-Cal®  
(Dechra Veterinary Products) zugefüttert. Der Gesundheitszustand und das 
Gewicht jedes Tieres wurde täglich überwacht (Abbildung 7B), wobei 
Tierpfleger des LANADA Instituts diese Arbeiten unterstützt haben. Für die 
Differenzierung der Fledermäuse wurde jedes Tier mit einem individuellen 
Strichcode auf dem Rücken markiert (Abbildung 7C), was essentiell für die 
Dokumentation des Gesundheitszustands und die Beprobung war. 
 
Abbildung 7: Fütterung, Wiegen, Markierung und Beprobung von Fledermäusen 
an der Elfenbeinküste  
A: Handfütterung von M. condylurus-Fledermäusen mit Mehlwürmern; B: Tägliche 
Überprüfung von Gewicht und Habitus der Fledermäuse; C: Individuelle Markierung auf 
dem Rücken einer Fledermaus; D: Fledermauskasten mit Urin-Auffangbehälter für die 
Beprobung (rote Markierung). 
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Unterhalb der Schlafplätze der Fledermäuse (Fledermauskästen) wurden 
Kunststoffbehälter zum Auffangen des Urins installiert (Abbildung 7D, rote 
Markierung). Die Menge an ausgeschiedenem Urin war bei Fledermäusen 
gering. Als geeignetste Zeit für die Probennahme stellte sich die Zeit kurz nach 
Sonnenaufgang um 7 Uhr heraus, da hier die größte Ausscheidungsmenge zu 
beobachten und der Urin noch nicht ausgetrocknet war. Am Vorabend der 
Probennahme wurde der Urin-Auffangbehälter gründlich gereinigt und 
desinfiziert. Der Urin wurde einmal pro Woche (freitags) mit Hilfe eines 
Abstrichtupfers aufgenommen und als gepoolte Probe in PBS mit 1 % Albumin 
Fraktion V und 1 x Antibiotic-Antimycotic (Transportpuffer) bei -80°C 
eingefroren. Die Gewichtskontrolle der Fledermäuse wurde ebenfalls einmal pro 
Woche (donnerstags) mit der Probennahme von individuellen Oralabstrichen 
der Tiere verbunden, welche ebenfalls in Transportpuffer eingefroren wurden. 
Der Transport der gefrorenen Proben nach Deutschland wurde in einem IATA 
CryoShipper (MVE) vorgenommen. Die Kühlkette wurde bis zur 
Probenpräparation aufrecht erhalten. 
3.3 Zellbiologische Methoden 
3.3.1 Kultivierung von Zellen 
Alle in dieser Doktorarbeit verwendeten Fledermaus-Primärzellkulturen und 
Zelllinien und die in Abschnitt 2.6 genannten Human- und Affenzelllinien wurden 
bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert. Bei der in Abschnitt 4.5 beschriebenen 
Temperaturstudie wurden auswählte Zellkulturen darüber hinaus bei 27°C und 
42°C kultiviert. Wenn nicht anders beschrieben, wurden zellkulturbehandelte 
Platten und Flaschen mit Nunclon® Delta-Oberfläche (Nunc) verwendet. Für die 
Kultivierung von MoSp Prim-Zellen und HEK293∆NPC1-Zellen wurden 
BioCoat™ Kollagen I-beschichtete Platten und Flaschen (Corning) verwendet. 
Den Kulturmedien wurde 15 % FBS zugesetzt, wobei für Infektionsversuche im 
S4-Labor der Anteil an FBS auf 5 % reduziert wurde, um ein Überwachsen der 
Zellen zu vermeiden. Als Kulturmedium kam für MoLi Prim-Zellen das 
Leberzellkulturmedium (William’s E Medium, GlutaMAXTM Supplement,  
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5 % / 15 % FBS, 2 x Antibiotic-Antimycotic) und für alle anderen 
Fledermauszellkulturen das Fledermauszellkulturmedium (DMEM / F12,  
5 % / 15 % FBS, 2 x Antibiotic-Antimycotic) zum Einsatz. Für Vero UNC-,  
HeLa-, HEK293- und HEK293∆NPC1-Zellen war das Kulturmedium wie folgt 
zusammengesetzt: DMEM mit 5 % / 15 % FBS, 2 mM Glutamin und 100 U / ml 
Penicillin-Streptomycin (siehe 2.2). Je nach Zellkultur und Zelldichte wurden die 
Zellen beim Passagieren im Verhältnis 1:2 bis 1:20 umgesetzt. Dafür wurden 
die Zellen zunächst zweimal mit PBS gewaschen und anschließend 3 min mit 
einer 0,25 %igen Trypsin-EDTA Lösung (Sigma-Aldrich) bei 37°C inkubiert. 
Waren die Zellen zu diesem Zeitpunkt noch nicht vollständig abgelöst, wurde 
ergänzend ein Zellschaber (TPP) verwendet. Nach dem Abzentrifugieren bei 
350 g für 3 min wurden die Zellen mit frischem Medium in eine neue Platte bzw. 
Zellkulturflasche passagiert. 
3.3.2 Bestimmung der Zellzahl 
Die Zellzahl und Viabilität von Zellkulturen wurde unter Verwendung des 
automatisierten Zellzählers EVE™ (NanoEnTek) nach Herstellerangaben 
bestimmt [265]. 
3.3.3 Etablierung von Primärzellkulturen 
Um unabhängig von In-vivo-Experimenten mit M. condylurus Untersuchungen 
zur Rolle dieser Fledermausart als mögliches Reservoir von Ebolaviren 
durchführen zu können, waren Zellkulturen notwendig. Die biologischen 
Eigenschaften und der genetische Hintergrund von Primärzellen spiegelt dabei 
im Gegensatz zu immortalisierten Zellen besser die In-vivo-Situation wider 
[266]. Daher stand die Verwendung von Primärzellen im Fokus der In-vitro-
Experimente zur Untersuchung von Virus-Wirts-Interaktionen. 
Für die Etablierung von Primärzellkulturen wurden unabhängig von der in 
Abschnitt 3.2 beschriebenen Langzeithaltung 23 weitere Fledermäuse der Art 
M. condylurus an der Elfenbeinküste gefangen und euthanasiert: Entsprechend 
der Tierschutzbestimmungen wurden die Tiere zunächst mit Isofluran  
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(cp-pharma) anästhesiert und dann durch Dekapitation getötet. Die Organe 
wurden aseptisch entnommen und in 2 ml Kryoröhrchen überführt, in denen 
sich je 1 ml RecoveryTM Cell Culture Freezing Medium (Gibco) befand. 
Unmittelbar nach jeder Nekropsie wurden die Organe mit Hilfe einer CoolCell 
LX (Biocision) auf -80°C (1°C/min) eingefroren und in einem IATA CryoShipper 
an das Robert Koch-Institut (RKI, Berlin, Deutschland) transportiert. 
Eine einzelne europäische Fledermaus der Art Nyctalus noctula wurde im Juni 
2017 in Berlin verstorben aufgefunden und an das Leibniz Institut für Zoo- und 
Wildtierforschung (IZW) gebracht. Hier wurde das Tier in toto bei 4°C 
zwischengelagert und noch am gleichen Tag dem RKI für die Etablierung von 
Zellkulturen zur Verfügung gestellt. 
Alle folgenden Schritte zur Etablierung der Primärzellkulturen wurden unter 
sterilen Bedingungen in einer Sicherheitswerkbank durchgeführt. Die 
gefrorenen Organe wurden zunächst in einem Heizblock bei 37°C aufgetaut 
und in einer Petrischale (Brand) mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) mit 
1x Antibiotic-Antimycotic (Gibco) gewaschen. Nach der Prozessierung der 
Organe wurden, außer bei den Trachea-Zellkulturen, je 5 x 105 Zellen pro Well 
in für Zellkultur behandelte 6-well-Platten (Nunc) bzw. BioCoat™ Kollagen I-
beschichtete Platten (Corning) eingesät und bei 5 % CO2 und 37°C in einem 
befeuchteten Brutschrank inkubiert. Innerhalb der ersten 72 h wurde die 
Bewegung der Zellkulturplatten vermieden. Danach wurde die Zellvermehrung 
täglich beobachtet und an jedem zweiten Tag das Medium gewechselt. Beim 
Erreichen von 90 %iger Konfluenz wurden die Zellen expandiert und zur 
Langzeitlagerung eingefroren. Die Etablierung der Primärzellkulturen wurde im 
Detail in der zugehörigen Publikation (Anhang 7.2, A) beschrieben [267]. 
3.3.4 Einfrieren von Zellen 
Für spätere Experimente erfolgte die Kryokonservierung von 
Fledermausprimärzellen- und Zelllinien. Dafür wurden die Zellen zunächst wie 
in 3.3.1 beschrieben trypsiniert, anschließend in 90 % fetalem Rinderserum 
(FBS, Biochrom) und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma) resuspendiert und 
mit Hilfe einer CoolCell LX (Biocision) auf -80°C (1°C/min) eingefroren. Am 
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nächsten Tag wurden die eingefrorenen Zellen für die Langzeitlagerung in 
einen BIOSAFE® 420 (Cryotherm®) in die Gasphase von Flüssigstickstoff 
transferiert. 
3.3.5 Immortalisierung durch lentivirale Transduktion von SV40T 
Einige ausgewählte Zellkulturen wurden durch Transduktion des großen 
T-Antigens von SV40 unter Verwendung eines rekombinanten Lentivirus  
(G256-GVO-ABM, ABM) nach den Angaben des Herstellers immortalisiert 
[268]. Anstelle von Polybrene wurde die Effizienz der lentiviralen Transduktion 
mit Hilfe des ViraDuctinTM Lentivirus Transduction Kits (Cell Biolabs) oder mit 
Hilfe des TransDux MAXTM Kits (SBI) verstärkt. Die Primärzellen wurden für 
neun Stunden mit einer MOI von 1 infiziert und die positive Transgenexpression 
durch konfokale Mikroskopie bestätigt. 
3.3.6 Klonierung von Zellen 
Um zu gewährleisten, dass eine Zelllinie konsistente und reproduzierbare 
Charakteristika aufwies, wurde eine Klonierung vorgenommen. Dafür wurden 
die Zellen zunächst auf eine 6-well-Zellkulturplatte (Nunc) ausgesät und eine 
einzelne Zelle unter Verwendung eines 8 mm PYREXTM Klonierungszylinders 
(Fisher Scientific) isoliert und kloniert. 
3.3.7 Konfokale Mikroskopie 
Während bei der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie die Probe von einem 
Lichtstrahl zur Gänze beleuchtet wird, wird bei einem konfokalen Mikroskop die 
Probe punktweise abgetastet. Durch die punktuelle Anregung von Fluoreszenz 
wird die Entstehung von Streulicht aus den umliegenden Bereichen minimiert. 
Zusätzlich befindet sich vor dem Detektor die sog. konfokale Blende (Pinhole), 
welche Licht von Objektpunkten außerhalb der Fokusebene ausblendet [269]. 
Durch Reduktion des Streulichtanteils wird in der konfokalen Mikroskopie eine 
erhöhte Tiefenschärfe und Kontraststeigerung erreicht. 
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Die Deckgläser für die Mikroskopie einiger Primärzellen mussten zunächst mit 
Kollagen Typ I beschichtet werden, da einige Zellen nicht auf unbeschichteten 
Glasoberflächen zu wachsen vermochten. Dafür wurden die Glasdeckgläser 
zunächst für eine Stunde mit einer 0,01 %igen Lösung von Rattenschwanz 
Kollagen Typ I (Sigma-Aldrich) bei Raumtemperatur beschichtet. Vor der 
Verwendung wurden die Deckgläser anschließend zweimal mit PBS 
gewaschen. 
Für die Untersuchung mittels konfokaler Mikroskopie wurden die Zellen auf 
Glasdeckgläsern bzw. auf Kollagen I-beschichteten Glasdeckgläsern eingesät 
und über Nacht bei der Wachstumstemperatur der jeweiligen Zellkultur und 5 % 
CO2 inkubiert. Nach dem Wachstum über Nacht wurden die Zellen gewaschen 
und für 15 min mit 4 % Paraformaldehyd (PFA, Carl Roth) fixiert. Bei infizierten 
Zellen wurde die Well-Platte mit den Glasdeckgläsern zur Fixierung für 24 h in  
4 % Paraformaldehyd (PFA, Mophisto) versenkt und am Folgetag entsprechend 
der SOPs des S4-Labors ausgeschleust. Die Fixierung wurde für 15 min mit 
einer 0,3 M Glycinlösung in PBS (pH 7,4) und dreimaligem Waschen mit PBS 
gequencht. Anschließend wurden die Zellen für 30 min mit einer 0,1 %igen 
Triton® X 100-Lösung (Carl Roth) in PBS permeabilisiert. Darauf folgend 
wurden die Zellen mit einer 0,1 %igen Tween® 20-Lösung (Carl Roth) in PBS 
(PBST) gewaschen und 30 min mit 1 % Albumin Fraktion V (Carl Roth) in PBST 
geblockt (Blockpuffer). Die Inkubation mit dem Primärantikörper bzw. dem 
Isotypkontrollantikörper erfolgte bei 4°C über Nacht. Für Färbungen des Aktin-
Zytoskeletts erfolgte eine Inkubation für 30 min mit einer 100 nM Lösung von 
Actistain 555 Phalloidin (PHDH1-A, Cytoskeleton). Nach intensivem Waschen 
wurden die Zellen 60 min mit dem Sekundärantikörper inkubiert. Zum 
Eindecken der Proben mit gefärbtem Aktin-Zytoskeletts wurde doppelt 
destilliertes Wasser (ddH2O) verwendet, während für alle anderen Proben 
ROTI® Mount FluorCare DAPI (Carl Roth) zum Einsatz kam. Letzteres besaß 
Anti-Fading-Eigenschaften und sorgte für eine Gegenfärbung der DNA mit  
4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI). Für die mikroskopische Analyse wurde ein 
konfokales Laserscanning Mikroskop (Zeiss LSM 780) verwendet, wobei für 
den Vergleich der NPC1-Rezeptor-Expressionslevel identische 
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Mikroskopeinstellungen für alle Proben vorgenommen und jeweils 20 zufällige 
Bereiche auf jedem Deckglas untersucht wurden. 
3.3.7.1 Charakterisierung der NPC1-Rezeptor-Expressionslevel 
Um die NPC1-Rezeptor-Expressionslevel mit konfokaler Mikroskopie zu 
charakterisieren, wurde die Zellen wie in Abschnitt 3.3.7 beschrieben 
vorbereitet. Für die Mikroskopie von MoTes Prim-, MoLyN Prim-, MoBra Prim-, 
MoSp Prim-, MoMu Prim- und MoSk Prim-Zellen wurden die Glasdeckgläser 
zunächst mit Kollagen Typ I beschichtet. Alle anderen Zellkulturen konnten 
direkt auf Glasdeckgläsern wachsen. Als Primärantikörper fungierte ein 
Maus anti-Human-NPC1-Antikörper (ab55706, abcam) und als Isotypkontrolle 
ein Maus-Isotypkontrollantikörper (NB600-986, Novus Biologicals), wobei beide 
Antikörper 1:800 in Blockpuffer verdünnt wurden. Als Sekundärantikörper wurde 
Esel anti-Maus IgG Alexa Fluor® 647 (ab150111, abcam) verwendet, welcher 
1:1000 in Blockpuffer verdünnt wurde. 
3.3.7.2 Nachweis von SV40T-immortalisierten Zellen 
Der Nachweis von SV40T-immortalisierten Zellen erfolgte unter Verwendung 
des monoklonalen Maus anti-SV40T-Ag-Antikörpers (sc-147, Santa Cruz 
Biotechnology) als Primärantikörper. Als Isotypkontrolle wurde der Maus-
Isotypkontrollantikörper (Novus Biologicals) verwendet. Beide Antikörper 
wurden 1:800 in Blockpuffer verdünnt. Als Sekundärantikörper wurde 
Ziege anti-Maus IgG Alexa Fluor 488 (115-545-003, Dianova) verwendet, 
welcher 1:1000 in Blockpuffer verdünnt wurde.  
3.3.7.3 Nachweis von EBOV-infizierten Zellen 
Für den Nachweis von EBOV-infizierten Zellen erfolgte eine Inkubation mit dem 
Primärantikörper Maus anti-EBOV-NP (ABIN5506751, antibodies-online.com). 
Als Isotypkontrolle wurde der Maus-Isotypkontrollantikörper (Novus Biologicals) 
verwendet, wobei beide Antikörper 1:1000 in Blockpuffer verdünnt wurden. Als 
Sekundärantikörper fungierte der in 3.3.7.2 beschriebene  
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Ziege anti-Maus IgG Alexa Fluor 488-Antikörper, welcher ebenfalls 1:1000 in 
Blockpuffer verdünnt wurde. 
3.3.8 Nachweis von EBOV-GFP-infizierten Zellen 
EBOV-GFP-infizierte Zellen konnten mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops 
Evos™ FL im Monolayer identifiziert werden, da in den Zellen GFP  
(Grün Fluoreszierendes Protein) gebildet wurde. 
3.3.9 Durchflusszytometrie zur Charakterisierung der NPC1-
Rezeptor-Expressionslevel 
Bei der Durchflusszytometrie fließen die zu untersuchenden Zellen einzeln 
hintereinander durch einen engen Messkanal. Nach Anregung erfasst eine 
Reihe von Sensoren Licht, welches von den Zellen gebrochen oder emittiert 
wird. Dadurch können große Zellpopulationen hinsichtlich Größe und 
Morphologie der Zellen charakterisiert werden und eine quantitative 
Bestimmung von Oberflächenmolekülen oder intrazellulären Proteinen durch 
den Einsatz von fluoreszenzmarkierten Antikörpern vorgenommen werden. Für 
die Analyse der NPC1-Expression mittels Durchflusszytometrie wurden 1 Mio 
Zellen pro Well von den zu untersuchenden Zellen zunächst in eine 96-well-
Mikrotiterplatte mit V-Boden transferriert. Zunächst wurden die Zellen in der 
Mikrotiterplatte bei 500 g für 3 min pelletiert, mit PBS gewaschen und eine 
Vitalfärbung vorgenommen. Hierzu wurde der rekonstituierte 
Fluoreszenzfarbstoff aus dem Live/DeadTM Fixable Violet Dead Cell Stain Kit 
(Thermo Fisher) 1:100 in PBS verdünnt, 100 µl pro Well zugegeben und 30 min 
bei 4°C im Dunkeln mit den Zellen inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 2 % 
FBS in PBS gewaschen und 20 min bei 4°C mit 4 % PFA fixiert. Nach erneutem 
zweimaligen Waschen mit PBS wurden die Zellen für 30 min bei 
Raumtemperatur mit 0,1 % Triton® X 100 in PBS permeabilisiert. Nach 
Inkubation für 30 min bei Raumtemperatur mit Blockpuffer wurden die Zellen 
über Nacht bei 4°C mit dem Primärantikörper bzw. mit dem 
Isotypkontrollantikörper inkubiert, wobei beide zuvor 1:100 in Blockpuffer 
verdünnt wurden. Nach zweimaligem Waschen mit PBST erfolgte die 
Methoden 
Seite | 41  
 
Inkubation für 60 min bei Raumtemperatur mit dem Sekundärantikörper, 
welcher 1:250 in Blockpuffer verdünnt wurde. Nach erneutem zweimaligen 
Waschen mit PBST wurden die Zellen in FACS-Puffer (PBS mit 2 % FBS; 1 mM 
EDTA; 0,1 % Natriumazid; pH 7,4) resuspendiert und die Messungen mit einem 
Cytoflex S Durchflusszytometer (Beckman Coulter) durchgeführt. Dabei wurden 
jeweils drei Proben pro Zellpopulation analysiert und das gesamte Experiment 
zweimal für alle Zellen wiederholt. Insgesamt wurden 40.000 Ereignisse pro 
Well im Durchflusszytometer gemessen. 
3.3.10 Infektion von Zellen mit Filoviren im S4-Labor 
Alle Infektionsversuche mit Filoviren wurden im Hochsicherheitslabor des 
Robert Koch-Instituts unter Einhaltung der festgelegten 
Standardarbeitsanweisungen (SOPs) durchgeführt. Außer mit den in Tabelle 6 
angegebenen Fledermauszellkulturen wurden die Infektionsversuche mit den in 
Abschnitt 2.6 aufgeführten Zelllinien durchgeführt. Die zu infizierenden Zellen 
wurden 24 h vor der Infektion auf zellkulturbehandelte 6-well-Platten eingesät, 
so dass sie bei Infektion 90 % konfluent waren. Alle Infektionen erfolgten für die 
Dauer von einer Stunde, wobei für die Infektionen mit EBOV 0,6 TCID50/Zelle 
und für die Infektionen mit MARV 0,02 TCID50/Zelle eingesetzt wurden. Die 
Infektionen mit EBOV-GFP wurden mit einer MOI von 0,1 vorgenommen. Im 
Anschluss wurden die Zellen zweimal mit 3 ml PBS pro Well gewaschen und 
schließlich 3 ml Zellkulturmedium zugegeben. 
3.3.11 Virustitration 
Um die Menge infektiöser Viruspartikel in Zellkulturüberständen beurteilen und 
mit standardisierten Mengen infizieren zu können, wurden Virustitrationen 
vorgenommen. Die TCID50 (Tissue Culture Infectious Dose 50) bezeichnet die 
Viruskonzentration, bei der 50 % der inokulierten Zellkulturen infiziert werden. 
Die Virustitration wurde auf 96-well-Platten in Vierfachbestimmung 
vorgenommen. Hierfür wurden 5 x 104 MoKi-Zellen pro Well in 100 µl 
Titrationsmedium (DMEM, 10 % FBS, 2 mM Glutamin, 1 x Penicillin-
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Streptomycin) ausgesät. Am Folgetag wurde eine Verdünnungsreihe von 10-1 
bis 10-9 von virushaltigem Zellkulturüberstand in Titrationsmedium mit 5 % FBS 
hergestellt. Im Anschluss wurde das Medium vom Vortag von den Zellen 
entfernt und 50 µl virushaltiges Medium pro Well für jede Verdünnungstufe auf 
die Zellen gegeben. Nach 45 min Inkubation bei 37°C wurden 150 µl 
Titrationsmedium mit 5 % FBS pro Well hinzugegeben und die Zellen 14 Tage 
bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert.  
Zur Fixierung der infizierten Zellen wurden die Well-Platten für 24 h in 4 % 
Paraformaldehyd (PFA, Mophisto) versenkt und am Folgetag entsprechend der 
SOPs des S4-Labors ausgeschleust. Die Färbung von EBOV-infizierten Zellen 
erfolgte wie in 3.3.7 und 3.3.7.3 beschrieben. Die anschließende Auswertung 
erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop (Evos™ FL). Für die Berechnung des 
Virustiters wurde die Methode nach Spearman und Kärber  
verwendet [270, 271]. 
3.4 Molekularbiologische Methoden 
3.4.1 Bestätigung der Fledermausspezies 
Die Bestätigung der Fledermausspezies erfolgte molekular durch Amplifikation 
mittels PCR (Polymerase-Kettenreaktion), Sequenzierung und BLAST-Analyse 
eines 241 bp großen Fragmentes auf dem Cytochrom b-Gen [272]. 
3.4.1.1 DNA-Extraktion aus Gewebe 
Von dem zu untersuchenden Gewebe wurde mit einem Skalpell ein 30 mg 
schweres Stück abgeschnitten und in 600 µl PBS transferriert. In einem 
TissueLyser II (Qiagen) erfolgte die Homogenisierung für zweimal 40 s bei  
25 Hz. Durch anschließende Zentrifugation über 3 min bei 10.000 g wurden 
feste Zellbestandteile abzentrifugiert. Die DNA-Extraktion erfolgte aus dem 
Überstand mit Hilfe des peqGOLD Viral DNA/RNA Kits (PEQLAB) nach 
Herstellerangaben [273]. Die Elution erfolgte in 30 µl ddH2O. 
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3.4.1.2 Amplifikation von DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Unter Verwendung des Thermocyclers peqSTAR (Peqlab) und des Platinum™ 
Taq DNA Polymerase Kits (Invitrogen™) erfolgte mit den Primern  
“Fledermaus-Spezies-FW” und “Fledermaus-Spezies-RV” (siehe 2.4) die 
Amplifikation eines DNA-Abschnitts auf dem Cytochrom b-Gen der 
Fledermäuse nach dem in Tabelle 1 dargestelten Protokoll. 
 
Tabelle 1: PCR-Protokoll und Cycler-Bedingungen für die Fledermausspezies-
PCR 
   Cycler-Bedingungen: 
Fledermaus-Spezies-FW (10 µM) 0,75 µl  95°C 10 min 
Fledermaus-Spezies-RV (10 µM) 0,75 µl  95°C 30 s 
dNTPs (10 mM) 2 µl  55°C 30 s 
DNA 5 µl  72°C 30 s 
10 x PCR-Puffer (ohne MgCl2) 2,5 µl  72°C 5 min 
MgCl2 (50 mM) 1 µl    
ddH2O 12,8 µl    
Platinum™ Taq DNA-Polymerase (10 U / µl)  0,2 µl    
3.4.1.3 Agarose-Gelelektrophorese 
Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in einem 1,5 %igen Agarosegel. 
Für dessen Herstellung wurde Agarose (Invitrogen™) in 0,5 x TAE-Puffer 
(Elektrophoresepuffer) durch Erhitzen geschmolzen, in eine Horizon 58 
Gelelektrophoresekammer (Biometra GmbH) gegossen und ein Kamm zur 
Bildung von Probetaschen eingesetzt. Für die Detektierung der DNA im 
Agarosegel wurden desweiteren 2 µl Midori Green Advance DNA Stain (Nippon 
Genetics) zugesetzt, welches bei Bindung an Nukleinsäuren und Anregung mit 
UV-Licht die Detektion der DNA-Fragmente im Gel ermöglichte. Nach dem 
Aushärten der Agarose wurde das Gel mit 0,5 x TAE-Puffer überschichtet. Die 
Proben wurden mit dem glycerinhaltigem Ladepuffer DNA Gel Loading Dye 
(Thermo Scientific™) versetzt und in die Probetaschen gefüllt. Als 
Größenstandard wurde in eine benachbarte Spur die GeneRuler 100 bp DNA 
Ladder (Thermo Scientific™) aufgetragen. Die Auftrennung der DNA-
Fragmente erfolgte im elektrischen Feld für 30 bis 45 min bei 90 V. Die 
} 45 x 
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Visualisierung und Dokumentation erfolgte mit Hilfe des  
Gel Doc™ XR+ (Bio-Rad). 
3.4.1.4 Aufreinigung der PCR-Produkte für Sequenzierung nach Sanger  
Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte unter Verwendung des High Pure 
PCR Product Purification Kits (Roche) nach Angaben des Herstellers [274]. Die 
Elution erfolgte in 25 µl Elutionspuffer. 
3.4.1.5 Quantifizierung der DNA 
Vor der Sequenzierung der Proben wurde die Menge an dsDNA mit Hilfe eines 
Qubit™ 3.0 Fluorometers und des Qubit™ dsDNA HS Assay Kits nach 
Herstellerangaben bestimmt [275]. 
3.4.1.6 Sequenzierung von DNA nach Sanger 
Die Sequenzierung der DNA-Abschnitte erfolgte nach der Didesoxy-Methode 
(Kettenabbruchmethode) nach Sanger [276]. Die Sequenzierung wurde mit dem 
BigDye™ Terminator v3.1 Kit (Applied Biosystems™) [277] nach dem in  
Tabelle 2 dargestellten Protokoll durchgeführt. In getrennten Ansätzen wurden 
die Primer “Fledermaus-Spezies-FW” und “Fledermaus-Spezies-RV” 
eingesetzt. Vom Fachgebiet MF2 – Genomsequenzierung des Robert Koch-
Instituts wurde die Auftrennung der DNA zur Ermittlung der Sequenz unter 
Verwendung des Genetic Analyzers 3500xL Dx (Applied Biosystems®) 
vorgenommen. Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mit Geneious 11 
(Biomatters) und den Abgleich mit der NCBI-Datenbank mittels BLAST. 
    
Tabelle 2: Sequenzierungsansatz und Cycler-Bedingungen 
   Cycler-Bedingungen: 
Primer 0,5 µl  96°C 2 min 
BigDye™ Reaction Mix 1 µl  96°C 10 s 
5 x Sequencing Buffer 1,5 µl  55°C 5 s 
ddH2O ad 10 µl  60°C 4 min 
DNA 1-4 µl      4°C forever 
 (3-10 ng)    
} 25 x 
Methoden 
Seite | 45  
 
3.4.2 RNA-Extraktion nach Infektion 
140 µl Zellkulturüberstand pro Well wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten 
nach Infektion in 560 µl AVL Puffer überführt. Nach 10 minütiger Inkubation 
wurden die Proben in je 560 µl Ethanol absolut überführt und anschließend 
entsprechend der SOPs aus dem S4-Labor ausgeschleust. Die Extraktion der 
viralen RNAs erfolgte mit Hilfe des QIAamp Viral RNA Mini Kits (Qiagen) nach 
den Angaben des Herstellers [278]. Die Elution erfolgte in 50 µl AVE-Puffer. 
3.4.3 Reverse Transkriptase quantitative Polymerase-Kettenreaktion 
(RT-qPCR) 
Die qPCR oder Real-Time-PCR beruht auf der konventionellen PCR und führt 
neben der Amplifikation zu einer Quantifizierung der Nukleinsäuren mit Hilfe 
einer fluoreszenzmarkierten Sonde. Die Messung der Fluoreszenz der Sonde 
während der PCR erlaubt die Mengenbestimmung der synthetisierten 
Amplikons in Echtzeit. Die Quantifizierung der viralen RNAs erfolgte durch 
RT-qPCR (Applied BiosystemsTM 7500) unter Verwendung des AgPath-IDTM 
One-Step RT-PCR Kits (Thermo Fisher). Für alle EBOV-Proben wurden Primer 
und Sonde verwendet, welche Sequenzen auf EBOV VP30  
detektierten (EBOV-FW: ACTCCTACTAATCGCCCGTAAG; EBOV-RV: 
ATCAGCCGTTGGATTTGCT; EBOV-Sonde: FAM-CACCCAAGGACTCGC-
MGB) [267]. Für jede PCR-Reaktion wurden 3 µl RNA-Probe zu 22 µl 
Mastermix gegeben. Dieser enthielt 400 nM FW/RV Primer und 200 nM Sonde, 
1 µl Detection Enhancer, 1 x RT-PCR Puffer and 1 x RT-PCR Enzymmix. Die 
Inkubation der Proben erfolgte für 15 min bei 45°C, 10 min bei 95°C gefolgt von 
45 Zyklen wie folgt: 15 s bei 95°C und 45 s bei 60°C.   
Für alle MARV-Proben wurden Primer und Sonde verwendet, welche 
Sequenzen auf dem L-Protein von MARV detektierten (siehe 2.4). Der 
Mastermix enthielt 160 nM MARV-FW, 252 nM MARV-RV und 68 nM 
MARV-Sonde, während die übrigen Bestandteile des Mastermixes identisch zur 
EBOV-qPCR waren. Die Inkubation der Proben erfolgte für 15 min bei 45°C, 
10 min bei 95°C gefolgt von 45 Zyklen wie folgt: 20 s bei 94°C und 30 s bei 
59°C. 
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Mit Hilfe von EBOV bzw. MARV in vitro Transkripten (Konzentrationen von  
10-107 Kopien) wurde eine Standardkurve generiert, um die Kopienzahl der 
viralen RNAs in jeder Probe aus den gemessenen CT-Werte zu ermitteln. Aus 
der berechneten Kopienzahl viraler RNAs zu unterschiedlichen Zeitpunkten 
nach Infektion konnte schließlich eine Virusreplikationskinetik ermittelt werden. 
3.4.4 Extraktion und Anreicherung viraler RNAs aus 
Fledermausproben 
3.4.4.1 Auswahl und Spiking der Proben 
Die während der Langzeithaltung der Fledermäuse an der Elfenbeinküste 
gewonnenen Oralabstrich- und Urinproben (siehe 3.2) wurden am RKI bei 37°C 
in einem Thermoblock aufgetaut und anschließend intensiv im Vortexer 
behandelt. Für die in 4.1.2 beschriebene metagenomische Studie wurden 
jeweils 250 µl der individuell für jedes Tier genommenen Oralabstrichproben für 
jeden Beprobungstag gepoolt und wie in 3.4.4.2 beschrieben weiter bearbeitet. 
Von den Urinproben wurden jeweils 250 µl verwendet und wie in 3.4.4.3 
beschrieben aufgearbeitet. Als Negativkontrollen für die Oralabstrich- und 
Urinproben wurden jeweils ein steriler Abstrichtupfer in Transportpuffer 
verwendet. Als Positivkontrollen wurden Proben mit Influenza-A-Virus 
(H1N1/pdm09 A/Michigan/45/2015) gespikt. Wenn nicht anders beschrieben, 
wurde für alle in Abschnitt 3.4.4 beschriebenen Zentrifugationsschritte die 
Zentrifuge 5424 R (Eppendorf) verwendet.  
3.4.4.2 Ultrazentrifugation 
Um die gepoolten Oralabstrichproben für die weitere Bearbeitung 
aufzukonzentrieren, wurde eine Ultrazentrifugation durchgeführt. In einem 
38,5 ml Ultrazentrifugenröhrchen (Beckman Coulter) wurden die Proben mit 
PBS aufgefüllt und austariert. Anschließend erfolgte die Ultrazentrifugation in 
einer Optima™ XPN-100 Zentrifuge (Beckman Coulter) unter Verwendung des 
Rotors SW32Ti für 90 min bei 68.000 g und 4°C. Im Anschluss wurde der 
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Überstand entfernt und das Pellet über Nacht bei 4°C in 250 µl 1 x Turbo 
DNase Puffer (Turbo DNA-free™ Kit) resuspendiert. 
3.4.4.3 Klärzentrifugation 
Oralabstrich- und Urinproben wurden zur Entfernung von größeren 
Verunreinigungen bei 17.000 g für 3 min zentrifugiert und der Überstand auf 
einen Zentrifugalfilter überführt. Um Bakterien und somit bakterielle 
Nukleinsäuren in der Probe zu reduzieren wurde der Zentrifugalfilter Vivaclear 
MINI 0,8 µm PES (Sartorius) eingesetzt und die Proben bei 2000 g für 3 min 
zentrifugiert. In der Literatur wird beschrieben, dass die Menge aller Bakterien 
in Proben durch diesen Zentrifugalfilter um mehr als 99 % reduziert wurde, 
wohingegen die meisten Viren den o.g. Filter ungehindert passieren konnten 
[279]. Nach der Filtration wurde zu den Urinproben je 25 µl 10 x Turbo DNase 
Puffer gegeben und die Proben über Nacht bei 4°C gelagert. 
3.4.4.4 DNase-Verdau I 
Zur Entfernung von DNA-Kontaminationen wurden je 5 µl Turbo DNase (Turbo 
DNA-free™ Kit) zu den Oralabstrich- und Urinproben gegeben und 30 min bei 
37°C inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion durch Zugabe von je 10 µl 
DNase Inaktivierungsreagenz und einminütige Inkubation bei Raumtemperatur 
gestoppt. Nach dreiminütiger Zentrifugation bei 350 g wurde der Überstand für 
die weitere RNA-Extraktion (3.4.4.5) verwendet. 
3.4.4.5 RNA-Extraktion 
Die Isolierung der RNA aus den Oralabstrich- und Urinproben erfolgte in einem 
ersten Schritt mit Hilfe von TRIzol™ LS (Invitrogen™). Zu 250 µl Überstand aus 
3.4.4.4 wurden 750 µl TRIzol™ LS gegeben und durch auf und ab pipettieren 
homogenisiert. Durch das enthaltene Guanidinthiocyanat wurden Zellen und 
Virionen lysiert und gleichzeitig RNasen inaktiviert [280-282]. Nach 5 min 
Inkubation bei Raumtemperatur und 10 min Zentrifugation bei 13.500 g wurde 
der Überstand in ein Phase Lock Gel™ Röhrchen (Quantabio) überführt. Durch 
Zugabe von je 200 µl Chloroform-Isoamylalkohol (24:1, Merck), schütteln und 
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Inkubation für 15 min bei Raumtemperatur wurde die Phasentrennung initiiert. 
Nach erneuter Zentrifugation bei 13.500 g für 15 min befand sich die RNA in der 
oberen, wässrigen Phase, welche durch das Gel im Phase Lock Gel™ 
Röhrchen von der unteren, organischen Phase mit DNA und Proteinen separiert 
wurde. Die weitere RNA-Extraktion aus der oberen, wässrigen Phase erfolgte 
unter Verwendung des QIAamp Viral RNA Mini Kits nach den Angaben des 
Herstellers [278].    
3.4.4.6 DNase-Verdau II 
Nach der Auftragung des Lysats auf die Säulchen (QIAamp Viral RNA Mini Kit) 
wurden diese, abweichend vom Standardprotokoll des Herstellers, zunächst mit 
500 µl 70 %igen Ethanol gewaschen. Die Zentrifugation erfolgte bei 6000 g für 
3 min. Um noch eventuell vorhandene weitere DNA-Kontaminationen zu 
entfernen, wurde auf den Säulchen ein DNA-Verdau mit je 70 µl RDD Puffer 
und je 10 µl DNase für 15 min bei Raumtemperatur durchgeführt (RNase-Free 
DNase Set, Qiagen). Die weiteren Waschschritte erfolgten nach 
Herstellerangaben (QIAamp Viral RNA Mini Kit). Die Elution der RNA erfolgte in 
60 µl AVE Elutionspuffer. 
3.4.4.7 cDNA-Synthese 
Für die Synthese der cDNA aus der extrahierten RNA wurde das  
SuperScript™ II Reverse Transcriptase Kit (Invitrogen™) verwendet. Als Primer 
kamen K8N Random Primer (siehe 2.4) zum Einsatz [283, 284]. Für alle im 
folgenden beschriebenen PCRs wurde der Thermocycler peqSTAR (Peqlab) 
verwendet. Die cDNA-Synthese wurde nach dem in Tabelle 3 dargestellten 
Protokoll durchgeführt: Wie erkennbar wurde die Reverse Transkriptase erst 
nach der Denaturierungsphase zugesetzt. Um RNA-Degradation zu vermeiden, 
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Tabelle 3: PCR-Protokoll und Cycler-Bedingungen für cDNA-Synthese 
    Cycler-Bedingungen: 
K8N Random Primer (40 µM) 2 µl   95°C 5 min 
dNTPs (25 mM) 1 µl   65°C 5 min 
RNA 28 µl   4°C forever 
     
5 x FS-Puffer (First Strand Buffer) 10 µl   42°C 50 min 
DTT (0,1 M) 5 µl   70°C 15 min 
RNaseOut™ 1 µl   4°C forever 
Superscipt II (200 U/µl) 2,5 µl    
 
3.4.4.8 Zweitstrangsynthese cDNA 
Für die Zweitstrangsynthese von der ss cDNA wurde die DNA Polymerase I, 
Large (Klenow) Fragment (New England BioLabs) und als Primer erneut K8N 
Random Primer verwendet. Die Zweitstrangsynthese wurde nach dem in 
Tabelle 4 dargestellten Protokoll durchgeführt: Dabei wurde die Polymerase 
erst nach der Denaturierungsphase zugesetzt. 
 
Tabelle 4: PCR-Protokoll und Cycler-Bedingungen für Zweitstrangsynthese 
cDNA 
   Cycler-Bedingungen: 
K8N Random Primer (40 µM)  2 µl  95°C 2 min 
dNTPs  (10 mM)  2 µl  4°C forever 
ss cDNA  19 µl    
NEBuffer 2  3 µl    
ddH2O  2 µl    
     
DNA Polymerase I,   1,7 µl  37°C 60 min 
Large (Klenow) Fragment   4°C forever 
 
3.4.4.9 Aufreinigung der ds cDNA 
Die entstandene ds cDNA wurde mit Hilfe des MinElute PCR Purification Kits 
(Qiagen) nach Herstellerangaben aufgereinigt [285]. Die Elution erfolgte in 10 µl 
Puffer EB. 
Methoden 
Seite | 50  
 
3.4.4.10 Amplifikation der DNA durch Random-PCR 
Unter Verwendung des Platinum™ Taq DNA Polymerase Kits (Invitrogen™) 
und K-Primern (siehe 2.4) [283, 284] wurde eine weitere Amplifikation der 
erhaltenen DNA nach dem in Tabelle 5 dargestellten Protokoll durchgeführt. 
 
Tabelle 5: PCR-Protokoll und Cycler-Bedingungen für die Amplifikation der DNA 
durch Random-PCR 
   Cycler-Bedingungen: 
K-Primer (10 µM) 4 µl  95°C 5 min 
dNTPs (10 mM) 4 µl  95°C 1 min 
ds cDNA 5 µl  59°C 1 min 
10 x PCR-Puffer (ohne MgCl2) 5 µl  72°C 1 min 
MgCl2 (50 mM) 5 µl  95°C 20 s 
ddH2O 26 µl  59°C 20 s 
Platinum™ Taq  1 µl  72°C 1 min 
DNA-Polymerase (10 U / µl)   72°C 7 min 
   4°C forever 
 
3.4.4.11 Aufreinigung der PCR-Produkte für Next Generation Sequencing 
(NGS) 
Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte unter Verwendung des 
NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-Up Kits (Macherey-Nagel) und wurde nach 
Herstellerangaben durchgeführt [286]. Die Elution erfolgte in 30 µl Puffer NE. 
3.4.5 Next Generation Sequencing (NGS) 
Vom Fachgebiet MF2 – Genomsequenzierung des Robert Koch-Instituts wurde 
die aus Oralabstrich- und Urinproben gewonnene DNA sequenziert. Bei den 
Oralabstrichproben erfolgte die Sequenzierung über einen NextSeq 550 
(Illumina®) unter Verwendung des NextSeq 500/550 High Output Kits v2.5 
(Illumina®). Bei den Urinproben erfolgte die Sequenzierung über einen HiSeq 
1500 (Illumina®) unter Verwendung des HiSeq SR Cluster Kits v4 cBot und des 
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Single-Read-Sequenzierung mit einer Read-Länge von 150 bp auf dem 
NextSeq 550 und 125 bp auf dem HiSeq 1500 vorgenommen. 
3.5 Probenauswahl für NGS und metagenomische Analyse 
Die Probennahme begann erst nach ausreichender Gewöhnung der Tiere an 
die Haltungsbedingungen und erfolgreicher Umstellung auf Mehlwürmer als 
Nahrungsquelle. Beginnend ab dem 27. April 2017 (Probe Nr. 4) wurden 47 
Beprobungstage bis zum 15. März 2018 (Probe Nr. 96) für die metagenomische 
Analyse ausgewählt, die insgesamt einen Zeitraum von ca. elf Monaten 
abdeckten (eine Probe pro Woche). Die Proben wurden nach einer zufälligen 
Reihenfolge bearbeitet (Excel RAND-Funktion), um keinen Bias zuzulassen. 
Die minimale DNA-Konzentration für die Illumina®-Sequenzierung betrug 
2 ng/µl. Für die Oralabstrichproben wurden nach Extraktion und Anreicherung 
Konzentrationen von 15-30 ng/µl, für die Urinproben Konzentrationen von 
19-30 ng/µl für alle Proben erreicht. Die Sequenzierung der Proben erfolgte wie 
in Abschnitt 3.4.5 beschrieben. Zwei Oralabstrich- und zwei Urinproben  
(Probe Nr. 16 und 28) wurden mit je 14.500 TCID50 Influenza-A-Virus  
(H1N1/pdm09 A/Michigan/45/2015) gespikt, um die Effizienz der Extraktion und 
die Anreicherung der viralen RNAs am Ende beurteilen zu können. 
3.6 Bioinformatische Methoden 
3.6.1 Metagenomische Analyse von Oralabstrich- und Urinproben 
Von der Abteilung MF1 – Bioinformatik des Robert Koch-Instituts wurde die 
bioinformatische Analyse der NGS-Daten vorgenommen. Dabei wurden in 
einem ersten Schritt zunächst alle Reads aus den Sequenzierungsdaten der 
Oralabstrich- und Urinproben entfernt, bei denen es sich um mögliche 
M. condylurus-Sequenzen handelte. Da es noch keine Vollgenomsequenz von 
dieser Fledermausspezies gab, wurde eine Datenbank aus den 
Genomsequenzen von den verwandten Fledermausspezies Molossus 
molossus, Myotis myotis und dem Transkriptom von M. condylurus  
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(BioProject number: PRJNA506280) erstellt. Durch Mapping gegen diese 
Datenbank erfolgte dann die Entfernung möglicher Wirtssequenzen. In einem 
weiteren Schritt wurde der Hintergrund der Negativkontrollen entfernt. Dafür 
wurden zunächst die Contigs (contigous sequences) in den Negativkontrollen 
mit Hilfe des SPAdes genome assemblers v3.12.0 [287] assembliert. Im 
Anschluss wurden ausschließlich Reads weiter betrachtet, die nicht gegen die 
vorher assemblierten Contigs der Negativkontrollen mappten. Für alle 
Mapping-Vorgänge wurde der Burrows-Wheeler Aligner (BWA-MEM) verwendet 
[288]. Die weitere Klassifizierung der Reads in den Einzelproben erfolgte mit 
Hilfe von Ganon 0.2.0 [289] durch Abgleich mit der vollständigen 
RefSeq-Datenbank der Virussequenzen [290]. 
3.6.2 M. condylurus NPC1-Sequenz 
Im Rahmen einer M. condylurus Transkriptom-Studie in der Arbeitsgruppe 
(BioProject number: PRJNA506280) wurde am RKI die Fledermaus-RNA mit 
einem Illumina® HiSeq 1500 sequenziert und die Reads unter Verwendung des 
Oyster River Protocols (MacManes, 2017) annotiert. Die Contigs, welche zu 
NPC1 annotiert wurden, wurden in Geneious importiert und weiter untersucht. 
3.7 Statistik 
Die statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung der Software GraphPad 
Prism. Für die graphische Darstellung der Virusreplikationskinetik wurden die 
Messwerte als geometrischer Mittelwert mit geometrischer 
Standardabweichung abgebildet. Zur Untersuchung der Signifikanz wurde eine 
zweifache Varianzanalyse (two-way analysis of variance, two-way ANOVA) mit 
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4 Ergebnisse 
4.1 Langzeithaltung und Virom von M. condylurus 
4.1.1 Langzeithaltung mit Beprobung der Fledermäuse 
Um die Probennahme für die Langzeitstudie zur Ermittlung des Viroms in der 
Fledermausspezies M. condylurus durchzuführen, wurden von April bis Mai 
2017 Fledermäuse wie in Abschnitt 3.1 beschrieben im Dorf Koffikro gefangen 
(Anhang, Abbildung 2) und deren Tauglichkeit für eine Langzeithaltung mit der 
Futterumstellung auf Mehlwürmer [291] (Anhang, Abbildung 3) untersucht. 
Die erfolgreiche Umstellung der Fledermäuse von ihrer natürlichen Ernährung 
[144] auf Mehlwürmer dauerte vier Wochen: In dieser Zeit mussten die Tiere 
zunächst individuell per Hand gefüttert werden (Abbildung 7A und Anhang, 
Abbildung 4). Für einige Tiere war es darüber hinaus in der Anfangsphase 
notwendig, die Mehlwümer zu pürieren und über eine 2 ml Spritze (Braun) zu 
verabreichen (Anhang, Abbildung 5). Von insgesamt 50 gefangenen Tieren 
konnten 20 Tiere (12 männlich; 8 weiblich) zur selbstständigen 
Nahrungsaufnahme trainiert und so in die Langzeithaltung von April 2017 bis 
März 2018 (47 Wochen) aufgenommen werden. Bei der Handfütterung der 
Tiere wurde der Habitus und das Gewicht jedes Tieres täglich dokumentiert 
(Abbildung 7B). Alle Tiere zeigten innerhalb der ersten drei bis vier Tage in 
Haltung aufgrund der Nahrungsumstellung eine Abnahme des Körpergewichts, 
welches sich jedoch innerhalb der ersten Woche stabilisierte (Anhang, 
Abbildung 6). Wie in Abschnitt 3.4.1 beschrieben konnte die Spezies für alle 
gefangenen Tiere durch Sequenzierung eines 241 bp großen Fragmentes auf 
dem Cytochrom b-Gen und und anschließende BLAST-Analyse als 
M. condylurus bestätigt werden (Anhang, Abbildung 7). 
Innerhalb der Langzeithaltung kam es bei vier Fledermäusen zu Trächtigkeit 
(Anhang, Abbildung 8). Um die Muttertiere und ihren Nachwuchs vor einem 
möglichen aggressiven Verhalten anderer Fledermäuse zu schützen, wurde die 
Quarantänevoliere als Wochenstube eingerichtet und die Tiere von der übrigen 
Gruppe separiert (Probennahme wurde fortgesetzt). Ein Nachwuchstier verstarb 
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bereits einen Tag nach der Geburt. Die anderen Nachwuchstiere wurden von 
den Muttertieren gesäugt, verstarben jedoch schließlich ebenfalls vier bis sechs 
Wochen nach der Geburt. 
Der Gesundheitszustand der Fledermäuse wurde für die gesamte Dauer der 
Langzeithaltung anhand des Habitus und des Körpergewichts überwacht. Um 
die Virusausscheidungen mit dem Gesundheitszustand korrelieren zu können, 
wurde die relative Änderung des Fledermausgruppengewichts in Prozent 
bezogen auf das Gewicht zu Beginn des Experimentes ermittelt  
(Abbildung 8, Seite 56 und Abbildung 9, Seite 57; schwarze Kurve). Dabei 
wurden die vier trächtigen Tiere aus der Kalkulation des relativen 
Gruppengewichts ausgeschlossen. In den ersten 35 Wochen lag das relative 
Fledermausgruppengewicht stets über 100 % und stieg bis auf 114 % an. Ab 
Woche 36 war ein starker Abfall des Fledermausgruppengewichts bis auf 83 % 
in Woche 42 zu beobachten. In diesem Zeitraum bis Woche 47 verstarben 
insgesamt 60 % der Tiere (12 Fledermäuse). Erst in Woche 47 erreichte das 
relative Fledermausgruppengewicht wieder 100 %. 
4.1.2 Positivkontrollen für die metagenomische Analyse 
Die Proben Nr. 1 bis 3 aus der Langzeithaltung (17.04. bis 25.04.2017) wurden 
in Zusammenarbeit mit dem Fachgebiet MF1 – Bioinformatik des  
Robert Koch-Instituts nach dem Spiken von Influenza-A-Virus für die Adaptation 
und Optimierung des ursprünglichen Gewebeprotokolls für Oralabstrich- und 
Urinproben verwendet. Die notwendige Sequenziertiefe (Coverage) wurde auf 
10 Mio Reads für die Oralabstrichproben und 50 Mio Reads für die Urinproben 
festgelegt, damit Influenza-A-Virus in beiden Positivkontrollen sicher detektiert 
werden konnte. 
Bei den Oralabstrichproben wurden in den gespikten Positivkontrollen mit 
Influenza-A-Virus (H1N1/pdm09 A/Michigan/45/2015) 62.125 Reads (Probe 16) 
und 99.502 Reads (Probe 28) nachgewiesen. Bei den Urinproben wurden in 
den gespikten Positivkontrollen mit Influenza-A-Virus 34.387 Reads (Probe 16) 
und 1604 Reads (Probe 28) detektiert. Damit konnte der Workflow zur 
Präparation und Sequenzierung für alle Proben angewendet werden. 
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4.1.3 Metagenomische Analyse von Proben von M. condylurus 
Die folgenden Ergebnisse der bioinformatischen Auswertung und 
Sequenzzuordnung wurden vom Fachgebiet MF1 ermittelt und lieferten 
erstmals Einblick in das Virom in Fledermausproben von M. condylurus. Bei den 
Oralabstrichproben wurde innerhalb der 100 Treffer mit der größten Coverage 
der Großteil der Reads Viren von Bacteria und Archaea (83 %) zugeordnet. 
Desweiteren wurden 7 % der Reads Viren von Insekten und 1 % einem 
Algen-infizierenden Virus zugeordnet.  
Neben der Positivkontrolle wurden insgesamt 8 % der Reads mit Ähnlichkeit zu 
verschiedenen Vertebraten-infizierenden Viren klassifiziert, die alle den drei 
Familien Coronaviridae, Adenoviridae und Herpesviridae zugeordnet werden 
konnten. 
Im Folgenden wurde für diese ausgewählten Virusfamilien das zeitliche 
Auftreten im Verlauf der Langzeithaltung der Fledermäuse untersucht 
(Abbildung 8). Die einzelnen Datenpunkte entstanden, indem die Summe aller 
detektierter Reads zum jeweiligen Zeitpunkt, die der jeweiligen Virusfamilie 
zugeordnet werden konnten, gebildet wurde. Reads mit Ähnlichkeit zu 
Coronaviridae, Adenoviridae und Herpesviridae konnten in allen 
Oralabstrichproben über den gesamten Verlauf der Langzeithaltung der 
Fledermäuse detektiert werden. Dabei konnten in den Proben 13.548 Reads 
nachgewiesen werden, die der Familie der Coronaviridae zugeordnet werden 
konnten. Insgesamt 16.421 Reads wurden mit Ähnlichkeit zu Adenoviridae und 
26.646 Reads mit Ähnlichkeit zu Herpesviridae klassifiziert. 
Bei der Untersuchung der detektierten Reads über die Zeit, konnten für  
Corona- und Adenoviridae keine Peaks an Virusausscheidung in den 
Oralabstrichproben beobachtet werden. Bei den Herpesviridae fiel ein Peak in 
Woche 36 auf. Die Menge an detektierten Reads in dieser Probe war ca. 15 x 
höher als in der Probe mit der geringsten Menge an Reads (Woche 15). 
Auffallend war desweiteren, dass dieser Herpesvirus-Peak am Beginn des 
Zeitfensters lag, in dem das relative Fledermausgruppengewicht bis auf 83 % 
abfiel und insgesamt 60 % der Tiere verstarben. 
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Abbildung 8: Detektierte Virusfamilien in Oralabstrichproben aus 
Fledermaus-Langzeithaltung 
Detektierte Virusfamilien, die Vertebraten infizieren: Coronaviridae (rot), Adenoviridae 
(blau) und Herpesviridae (grün). Einzelne Datenpunkte stellen die Summe aller 
detektierter Reads zum jeweiligen Zeitpunkt der jeweiligen Virusfamilie dar. Relative 
Änderung des Fledermausgruppengewichts in Prozent bezogen auf das Gewicht zu 
Beginn des Experimentes (schwarz). Vier trächtige Tiere von insgesamt 20 Tieren 
wurden aus der Kalkulation des Gruppengewichts ausgeschlossen. Die gestrichelte 
Linie kennzeichnet den 100 %-Wert für das relative Fledermausgruppengewicht.  
* = verstorbene Fledermaus; * = Fledermausgeburt. 
 
Da bei den Urinproben im Vergleich zu den Oralabstrichproben die Coverage 
bei den klassifizierten Treffern stärker abnahm, wurden nur die 60 Virustreffer 
mit der größten Coverage untersucht. Innerhalb dieser bildeten erneut Viren 
von Bacteria und Archaea mit 90 % den größten Anteil. Neben der 
Positivkontrolle wurden insgesamt 8 % der Reads mit Ähnlichkeit zu 
verschiedenen Vertebraten-infizierenden Viren klassifiziert, die alle den vier 
Familien Genomo-, Corona-, Adeno- und Herpesviridae zugeordnet werden 
konnten. 
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Der prozentuale Anteil von Reads mit Ähnlichkeiten zu Corona-, Adeno-, 
Herpes- und Genomoviridae an der Gesamtanzahl der Reads betrug 0,02 % 
(Oralabstrichproben) und 0,004 % (Urinproben).  
Analog zu der Analyse der Oralabstrichproben wurde für die Urinproben für 
diese ausgewählten Virusfamilien das zeitliche Auftreten im Verlauf der 
Langzeithaltung der Fledermäuse untersucht (Abbildung 9). 
 
 
Abbildung 9: Detektierte Virusfamilien in Urinproben aus  
Fledermaus-Langzeithaltung 
Detektierte Virusfamilien, die Vertebraten infizieren: Genomoviridae (orange), 
Coronaviridae (rot), Adenoviridae (blau) und Herpesviridae (grün). Einzelne 
Datenpunkte stellen die Summe aller detektierter Reads zum jeweiligen Zeitpunkt der 
jeweiligen Virusfamilie dar. Relative Änderung des Fledermausgruppengewichts in 
Prozent bezogen auf das Gewicht zu Beginn des Experimentes (schwarz). Vier 
trächtige Tiere von insgesamt 20 Tieren wurden aus der Kalkulation des 
Gruppengewichts ausgeschlossen. Die gestrichelte Linie kennzeichnet den  
100 %-Wert für das relative Fledermausgruppengewicht. * = verstorbene Fledermaus;  
* = Fledermausgeburt. 
 
Reads mit Ähnlichkeit zu Coronaviridae, Adenoviridae und Herpesviridae 
konnten in nahezu allen Proben über den gesamten Verlauf der 
Langzeithaltung der Fledermäuse nachgewiesen werden, wobei die Menge an 
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detektierten Reads auf einem niedrigeren Niveau als bei den 
Oralabstrichproben war. Nicht nachweisbar waren Corona- in Woche 32, 
Adeno- in Woche 28 und Herpesviridae in Woche 22, 26 und 27. Bei der 
Analyse der Urinproben konnten insgesamt 1136 Reads der Familie der 
Coronaviridae zugeordnet werden. Insgesamt 2561 Reads wurden mit 
Ähnlichkeit zu Adenoviridae und 758 Reads mit Ähnlichkeit zu Herpesviridae 
klassifiziert. Während für Corona- und Herpesviridae keine Viruspeaks im 
Verlauf der Fledermaushaltung festgestellt werden konnten, trat bei den 
Adenoviridae ein Peak in Woche 4 auf, bei dem die Anzahl der detektierten 
Reads ca. 45 x höher als in Woche 3 war. Auffallend war dabei, dass in diesem 
Zeitraum vier Fledermäuse trächtig waren: In den Wochen 5  
(Fledermaus Nr. 50), 6 (Fledermaus Nr. 35), 7 (Fledermaus Nr. 31) und  
8 (Fledermaus Nr. 36) kam es zu Geburten von Fledermäusen in Haltung. 
Im Gegensatz zu den Oralabstrichproben konnten in den Urinproben 40.006 
Reads mit Ähnlichkeit zu der Familie Genomoviridae zugeordnet werden, wobei 
99,9 % der Reads mit Ähnlichkeit zum Human associated gemykibivirus 2 
klassifiziert wurden. Während Reads mit Ähnlichkeit zu Corona-, Adeno- und 
Herpesviridae in nahezu allen Urinproben nachweisbar waren, konnten 
Genomoviridae in 26 % der Proben nicht detektiert werden (Woche 1, 4, 5, 6, 8, 
12, 13, 14, 17, 19, 42 und 47). Allerdings waren in Abbildung 9 deutlich vier 
Peaks für Genomoviridae erkennbar (Woche 21, 27, 33 und 38), die in genau 
dieser Reihenfolge kleiner wurden. Die Menge an detektierten Reads in Woche 
21 im Vergleich zur Vorwoche war dabei 1878 x höher. Der vierte und kleinste 
Peak in Woche 38 war nur noch mit einer 4 x höheren Menge an detektierten 
Reads im Vergleich zur Vorwoche verbunden. Lediglich dieser letzte Viruspeak 
fiel in den Zeitraum, in dem die starke Abnahme des relativen 
Fledermausgruppengewichts zu beobachten war. 
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4.2 Untersuchung der NPC1-Rezeptor-Expression in 
Fledermaus-Primärzellkulturen und -Zelllinien 
4.2.1 Etablierung von Primärzellkulturen von M. condylurus und 
N. noctula 
Insgesamt wurden aus 12 Organen bzw. Geweben von M. condylurus 
Primärzellkulturen etabliert: Niere, Hoden, Lymphknoten, Gehirn, Milz, 
Flughaut, Brustmuskel, Herz, Lunge, Trachea, Leber und Knochenmark 
(Tabelle 6) (Anhang, Abbildung 9).  
 
Tabelle 6: Liste der verwendeten Fledermausorgane bzw. -gewebe und der 
daraus entwickelten Zellkulturen 
Fledermausart Organ/Gewebe 









Niere MoKi Prim MoKi* ja 
  Hoden MoTes Prim ND  ja 
  Lymphknoten MoLyN Prim ND nein 
  Gehirn MoBra Prim ND  ja 
  Milz MoSp Prim ND  ja 
  Flughaut MoSk Prim ND  ja 
  Brustmuskel MoMu Prim ND  ja 
  Herz MoHe Prim ND  ja  
  Lunge MoLu Prim ND  ja 
  Trachea MoTra Prim ND  ja 
  Leber MoLi Prim MoLi nein 
  Knochenmark MoMac Prim ND nein  
N. noctula Niere NyKi Prim NyKi ja 
Namen der Zellkulturen: Die ersten beiden Buchstaben indizieren die Fledermausspezies  
(Mo = Mops condylurus; Ny = Nyctalus noctula). Die darauf folgenden zwei oder drei 
Buchstaben indizieren das Organ (in Englischer Sprache), aus dem die Zellkultur entwickelt 
wurde. SV40T-immortalisierte Zelllinien tragen keine weitere Kennzeichnung im Namen. Mit 
dem Zusatz “Prim” werden Primärzellkulturen bzw. nicht durch SV40T-immortalisierte 
Zellkulturen indiziert. * = Klonierte Zelllinie; ND = Nicht durchgeführt.  
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Aus den Nieren der europäischen Fledermaus der Art N. noctula wurden 
ebenfalls Zellkulturen entwickelt, um bei der späteren Interpretation der 
Versuchsergebnisse Vergleiche mit einer europäischen Fledermaus vornehmen 
zu können, bei der es sich aufgrund der Verbreitung unmöglich um ein 
natürliches Reservoir von EBOV handeln kann. 
Alle in den Experimenten dieser Doktorarbeit verwendeten 
Fledermauszellkulturen und die zugehörigen Abkürzungen wurden in Tabelle 6 
und Anhang, Abbildung 0 zusammengefasst. 
Viele Primärzellkulturen waren heterogen (Tabelle 7; Seite 65) mit einer 
Vielzahl unterschiedlicher morphologischer Zelltypen, deren Größe und Form 
variierte (Abbildung 10A). So konnten beispielsweise Zellen mit epitheloider 
Morphologie, z.B. Nierenzellkulturen, oder auch Zellen mit 
Fibroblastenmorphologie, z.B. Lungenzellkulturen, beobachtet werden. Einige 
morphologisch auffällige Zelltypen waren Makrophagen aus Knochenmark 
(BMDMs) mit deutlich erkennbaren intrazellulären Vesikeln, neuronale Zellen 
mit dendritenähnlichen Strukturen in Gehirnzellkulturen, vielkernige Zellen in 
Lymphknotenzellkulturen  oder polynukleäre Syncytien in Muskelzellkulturen 
(Abbildung 10C-F). Andere Primärzellkulturen waren homogen (Tabelle 7) und 
schienen aus nur einem Zelltyp zu bestehen. Dazu gehörten Zellkulturen aus 
Lunge, Trachea (Abbildung 10B), Haut und Muskel von M. condylurus und die 
Nierenzellkultur von N. noctula. 
Eine für Primärzellen typische Verlangsamung des Zellwachstums konnte bei 
keiner Zellkultur nach 15 Passagen beobachtet werden. Die meisten 
Primärzellkulturen von M. condylurus immortalisierten spontan (Kriterium: 
Passagenzahl > 15). Fünf der Fledermauszellkulturen (MoTra Prim, MoLu Prim, 
MoKi Prim, MoHe Prim, MoSp Prim) wurden 35-70 mal passagiert und zeigten 
dabei keine Veränderungen bezüglich ihrer Wachstumsgeschwindigkeiten. 
Allerdings war eine Abnahme der Vielfalt an unterschiedlichen Zelltypen in den 
heterogenen Zellkulturen zu beobachten. So führte beispielsweise das 
kontinuierliche Passagieren bei MoKi Prim-Zellen zum Entstehen einer 
morphologisch homogenen aus einer vormals heterogenen Zellkultur 
(Abbildung 10G und H).  
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Abbildung 10: Phasenkontrastmikroskopie ausgewählter Primärzellkulturen von 
M. condylurus  
A: Heterogene Leberzellkultur mit einer Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen  
(MoLi Prim); B: Homogene Tracheazellkultur mit nur einem erkennbaren Zelltyp 
(MoTra Prim); Auffällige Zelltypen – C: Makrophagen aus Knochenmark (MoMac Prim); 
D: Gehirnzellen (MoBra Prim); E: vielkernige Lymphknotenzellen (MoLyN Prim);  
F: polynukleäre Syncytien (MoMu Prim); Primäre Nierenzellen mit unterschiedlichen 
Passagenzahlen – G: Passage 1 (MoKi Prim Early); H: Passage 32, Abnahme der 
Vielfalt an unterschiedlichen Zelltypen (MoKi Prim Late);  C: 20 x, alle anderen 
Aufnahmen: 40 x. Mit “Early” wurden Zellen mit wenigen Passagen (< 10), mit “Late” 
hingegen Zellen mit größerer Anzahl an Passagen (> 10) gekennzeichnet. 
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Lediglich bei Leber-, Knochenmark- und Lymphknotenzellkulturen konnte keine 
spontane Immortalisierung beobachtet werden. 
4.2.2 Immortalisierung durch lentivirale Transduktion von SV40T 
und Klonierung 
Für In-vitro-Experimente mit Filoviren und Fledermauszellen werden 
überwiegend immortalisierte Zellen verwendet. Um die späteren 
Versuchsergebnisse mit den Primärzellen mit Ergebnissen in immortalisierten 
Zellen derselben Spezies vergleichen zu können, wurden drei verschiedene 
immortalisierte Zelllinien generiert.  
MoKi Prim-, MoLi Prim- und NyKi Prim-Zellen wurden durch Transduktion des 
großen T-Antigens von SV40 unter Verwendung eines rekombinanten 
Lentivirus immortalisiert (Tabelle 6). Während bei den MoKi Prim- und  
NyKi Prim-Zellen die Effizienz der lentiviralen Transduktion mit Hilfe des 
ViraDuctinTM Lentivirus Transduction Kits verstärkt wurde, wurde bei MoLi Prim-
Zellen das TransDux MAXTM Kit verwendet. Die positive Transgenexpression 
wurde durch Immunfluoreszenz unter Verwendung des monoklonalen 
Maus anti-SV40T-Ag-Antikörpers und des Ziege anti-Maus IgG Alexa Fluor 
488-Antikörpers und anschließender konfokaler Mikroskopie bestätigt  
(Anhang, Abbildung 10). Beim Vergleich der MoLi-Zellen in Passage vier zu 
MoLi-Zellen in Passage 11 nach Immortalisierung waren deutliche 
morphologische Veränderungen erkennbar: MoLi-Zellen in Passage elf wiesen 
eine reduzierte Größe auf und es waren keine Primärzellen mehr in der Kultur 
identifizierbar. 
Die MoKi-Zelllinie fungierte desweiteren als Referenz für die in 3.3.9 
beschriebenen Durchflusszytometrie-Experimente. Um zu gewährleisten, dass 
diese Zelllinie konsistente und reproduzierbare Charakteristika aufwies, wurde 
nach der Immortalisierung noch eine Klonierung vorgenommen. Dabei wurde 
eine Zelle mit epitheloider Morphologie ausgewählt. Zwischen den 
SV40T-immortalisierten MoKi-Zellen und den korrespondierenden Primärzellen 
waren keine morphologischen Unterschiede erkennbar. 
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Insgesamt wurden 14 Zellkulturen (12 Primärzellkulturen und zwei Zelllinien) für 
die Untersuchung von Virus-Wirts-Interaktionen aus den Organen von 
M. condylurus entwickelt, um ein möglichst breites Spektrum an 
unterschiedlichen Zelltypen dieser Fledermausspezies berücksichtigen zu 
können. 
4.2.3 Auswahl des Antikörpers für den Nachweis von M. condylurus 
NPC1 
Die aus den Transkriptomdaten erhaltene partielle M. condylurus 
NPC1-Sequenz entsprach den Aminosäuren 105-605 des humanen NPC1. Für 
die Auswahl des humanen Antikörpers für die Erkennung von M. condylurus 
NPC1 wurden Sequenzalignments mit der humanen NPC1-Sequenz unter 
Verwendung des ClustalW Algorithmus vorgenommen, um eine möglichst 
konservierte Region zu identifizieren (Anhang, Abbildung 11A). Basierend auf 
diesen Analysen wurde ein monoklonaler Maus anti-Human-NPC1-Antikörper 
(ab55706, abcam) ausgewählt, der im Bereich der hochkonservierten  
N-Terminalen Domäne (NTD) bindet (Aminosäuren 151-250). Die 
M. condylurus- und humane NPC1-Sequenz weisen in diesem Bereich eine  
91 %ige Übereinstimmung auf (Anhang, Abbildung 11B). 
4.2.4 Multiple Alignments von Fledermaus-NPC1-Partialsequenzen 
Sequenzalignments von M. condylurus-NPC1 mit anderen relevanten Spezies 
zeigten, dass bei Mensch, M. condylurus und anderen möglichen 
Reservoirspezies wie Hypsignathus monstrosus eine Asparaginsäure an 
Position 502 des NPC1-Proteins lokalisiert ist (Anhang, Abbildung 11C). Die 
Interaktion von M. condylurus NPC1 mit dem Ebola-GP-Protein sollte daher wie 
beim humanen NPC1-Protein möglich sein. 
4.2.5 Charakterisierung der NPC1-Rezeptor-Expression 
Eine Schlüsselkomponente für den Eintritt von Filoviren in die Wirtszellen ist 
das Protein NPC1. Aufgrund der ausschlaggebenden Rolle dieses 
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Wirtszellfaktors für die Replikation von Filoviren wurde eine Charakterisierung 
der NPC1-Rezeptor-Expression in den generierten Zellkulturen von 
M. condylurus vorgenommen. Dabei sollte untersucht werden, ob bereits auf 
der Rezeptorebene Unterschiede zu humanen Zelllinien und Zellkulturen von 
der europäischen Fledermaus N. noctula zu erkennnen sind. 
4.2.5.1 Konfokale Mikroskopie 
Insgesamt wurden Immunfluoreszenz-Signalintensitäten von 23 
Primärzellkulturen und immortalisierten Zelllinien von M. condylurus,  
N. noctula, Chlorocebus sp. und Mensch verglichen (Tabelle 7). Bei den 
unterschiedlichen Zellkulturen konnten deutliche Unterschiede der 
NPC1-Rezeptor-Expressionslevel festgestellt werden. Entsprechend der Stärke 
des Immunfluoreszenzsignals wurden die Zellkulturen in drei Kategorien 
klassifiziert: Niedriges (hellrot), mittleres (mittelrot) oder hohes  
NPC1-Rezeptor-Expressionslevel (dunkelrot). Beispiele von konfokalen 
Mikroskopiebildern für Zellkulturen mit hohen, mittleren und niedrigen  
NPC1-Rezeptor-Expressionsleveln wurden in Abbildung 11 dargestellt. Alle bis 
auf eine Zellkultur (MoSp Prim Late) von M. condylurus wiesen geringere  
NPC1-Rezeptor-Expressionslevel als die untersuchten humanen Zellkulturen, 
die Affenzellkultur und die Zellkulturen von der europäischen Fledermaus  
N. noctula auf. Die höchsten NPC1-Rezeptor-Expressionslevel wiesen HeLa-, 
HEK293- und NyKi/NyKi Prim-Zellen auf (Abbildung 11A, Abbildung 12). 
Mittlere Expressionslevel wurden unter anderem bei der MoKi-Zelllinie 
(Abbildung 11B) detektiert. Die niedrigsten Level an NPC1-Rezeptor wurden in 
MoTra Prim-Zellen (Abbildung 11C) und MoSp Prim-Zellen detektiert. 
Beim Vergleich von M. condylurus-Primärzellen mit niedrigen Passagenzahlen 
mit den entsprechenden Zellen mit höheren Passagenzahlen war darüber 
hinaus festzustellen, dass das NPC1-Rezeptor-Expressionslevel mit steigender 
Passagenzahl ebenfalls anstieg. 
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Tabelle 7: NPC1-Rezeptor-Expressionslevel in unterschiedlichen 
Fledermauszellkulturen, humanen und Affenzelllinien bestimmt mit konfokaler 
















in [%] im Vergleich zu   
MoKi-Zellen 
Zervix 5 I HeLa Homogen HOCH n.v. 
Niere 29 I NyKi Homogen   239,83 
Niere 4 P NyKi Prim Homogen   213,66 






Niere 5 I HEK293 Homogen  198,37 
Niere 47 I Vero UNC Homogen  n.v. 
Muskel 1 P MoMu Prim Homogen   143,81 
Gehirn 1 P MoBra Prim Heterogen MITTEL 122,44 
Leber 5 P MoLi Prim Heterogen   n.v. 
Leber 14 I MoLi Homogen   109,04 
Niere 9 I MoKi Homogen   100 






Hoden 1 P MoTes Prim Heterogen   74,52 








1 P MoMac Prim Homogen 
  
n.v. 
Herz 5 P MoHe Prim  Heterogen   n.v. 
Lymph-
knoten 
1 P MoLyN Prim Heterogen 
  
n.v. 
Niere 7 P MoKi Prim  Heterogen NIEDRIG n.v. 
Haut 1 P MoSk Prim Homogen   79,37 
Lunge 7 P MoLu Prim Homogen   71,90 
Leber 7 P NyLi Prim Heterogen   n.v. 
Milz 5 P MoSp Prim Heterogen   n.v. 
Trachea 5 P MoTra Prim Homogen   50,55 
Status der Immortalisierung: I = SV40T immortalisiert; P = Primärzellen oder spontan 
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Abbildung 11: Vergleich der NPC1-Rezeptor-Expressionslevel in verschiedenen 
Fledermaus-Zellkulturen mit konfokaler Mikroskopie  
Linke Spalte: Gefärbtes Aktinzytoskelett (grün). Rechte Spalte: Gefärbter  
NPC1-Rezeptor (rot) und Zellkerne (blau). NPC1-Rezeptor-Expressionslevel:  
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Abbildung 12: Vergleich der NPC1-Rezeptor-Expressionslevel zwischen zwei 
Fledermaus-Zellkulturen und zwei humanen Zelllinien  
Gefärbter NPC1-Rezeptor (rot), Zellkerne (blau). NPC1-Rezeptor-Expressionslevel von 
MoKi-Zellen (mittel) und von NyKi Prim-, HEK293- und HeLa-Zellen (hoch). 
 
Beobachtet werden konnte dies für MoSp Prim-, MoHe Prim- und MoKi Prim-
Zellkulturen, bei denen die Zellkulturen in höheren Passagenzahlen auch 
höhere NPC1-Rezeptor-Expressionslevel aufwiesen, als die entsprechenden 
Primärzellkulturen mit niedrigen Passagenzahlen (Tabelle 7). Besonders 
ausgeprägt war dieses Phänomen für MoSp Prim-Zellen zu beobachten:  
MoSp Prim-Zellen mit niedriger Passagenzahl wiesen (zusammen mit  
MoTra Prim-Zellen) die niedrigsten NPC1-Rezeptor-Expressionslevel von allen 
untersuchten Zellen auf, wohingegen MoSp Prim-Zellen mit hoher 
Passagenzahl, die höchsten Expressionslevel von allen getesteten  
M. condylurus-Zellen aufwiesen (Anhang, Abbildung 12).  
Im Gegensatz zu den Beobachtungen bei Primärzellkulturen in 
unterschiedlichen Passagenzahlen waren die Ergebnisse der Untersuchung der 
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NPC1-Rezeptor-Expressionslevel bei SV40T-immortalisierten Fledermaus-
Zelllinien in Abhängigkeit vom untersuchten Zellkulturtyp unterschiedlich: So 
wiesen MoLi Prim-Zellen und immortalisierte MoLi-Zellen ähnliche Level an 
NPC1-Rezeptor-Expression auf. Bei M. condylurus-Nierenzellen war das 
NPC1-Rezeptor-Expressionslevel in immortalisierten Zellen auf einem 
ähnlichen Niveau wie bei Nierenzellen mit höheren Passagenzahlen, aber 
deutlich höher als bei Nierenprimärzellen mit niedrigen Passagenzahlen. Im 
Gegensatz dazu wiesen die immortalisierten NyKi-Zellen eine geringere  
NPC1-Rezeptor-Expression als die entsprechenden NyKi Prim-Zellen auf 
(Tabelle 7). 
4.2.5.2 Durchflusszytometrie 
Fünf Primärzellkulturen (MoHe Prim, MoKi Prim in niedriger Passagenzahl, 
MoMac Prim, MoLyN Prim und NyLi Prim) konnten nicht durchflusszytometrisch 
gemessen werden, da die minimale Zellzahl für die Untersuchung von  
5 x 106 Zellen nicht erreicht werden konnte. Die detektierbare intrazelluläre 
Antikörperfärbung war bei allen Zellen signifikant höher als bei den 
Isotypkontrollen (Anhang, Abbildung 13). 
Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie wurden als relative x-fache Änderung 
(Fold Change) berechnet und der unspezifische Hintergrund der Isotypkontrolle 
wurde vom Mittelwert der Fluoreszenzintensität (Mean Fluorescence Intensity, 
MFI) subtrahiert. Zum Vergleich der NPC1-Rezeptor-Expressionslevel wurde 
das Expressionslevel der MoKi-Zelllinie als 100 % definiert und die 
Expressionslevel der anderen Zellen auf die MoKi-Zelllinie bezogen (Tabelle 7; 
Seite 65). Relativ zur MoKi-Zelllinie wurde das Expressionslevel der Zellkulturen 
als hoch (> 140 %), mittel (80-140 %) oder niedrig (< 80 %) klassifiziert 
(Abbildung 13). Abweichungen von mehr als 20 % vom arithmetischen 
Durchschnitt innerhalb des Triplikats wurden nicht akzeptiert und die 
entsprechenden Daten nicht berücksichtigt. In Abhängigkeit von der 
Heterogenität der Zellkulturen erfolgte die Akquisition der Daten in großen 
Gates, um eine Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen bei der Messung zu 
erfassen. Während beispielsweise MoTra Prim-Zellkulturen sehr homogen 
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zusammengesetzt waren (kleine Gates), konnte in MoLi Prim-Zellkulturen eine 
Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen detektiert werden (große Gates)  
(Anhang, Abbildung 14).  
 
 
Abbildung 13: Prozentsatz an NPC1-Rezeptor-Expression im Vergleich zur  
MoKi-Zelllinie bestimmt durch Durchflusszytometrie  
NPC1-Rezeptor-Expressionslevel: Niedriges Expressionslevel (hellrot: unter 80 %), 
mittleres Expressionslevel (mittelrot: 80-140 %), hohes Expressionslevel  
(dunkelrot: über 140 %). Die konfokalen Bilder zeigen exemplarisch drei 
unterschiedliche NPC1-Rezeptor-Expressionslevel: MoTra Prim (niedrig), MoKi (mittel) 
und NyKi Prim (hoch); grüne Pfeile zeigen die korrespondierenden Balken für die 
durchflusszytometrische Messung.   
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Innerhalb des Triplikats kam es bei der durchflusszytometrischen Messung von 
MoLi-Prim-Zellkulturen zu erheblichen Schwankungen der 
Fluoreszenzintensitäten, so dass diese Messungen bei der Analyse der Daten 
ausgeschlossen wurden. Stattdessen wurde durch SV40T-Immortalisierung und 
kontinuierliches Passagieren eine relativ homogene Leberzellkultur erzeugt, 
deren NPC1-Rezeptor-Expressionslevel gemessen werden konnte  
(Anhang, Abbildung 15). 
Bei der durchflusszytometrischen Messung der NPC1-Rezeptor-
Expressionslevel von 14 verschiedenen Zellkulturen konnten deutliche 
Unterschiede zwischen den verschiedenen Zelltypen festgestellt werden 
(Tabelle 7). Zehn von 11 getesteten M. condylurus-Zellkulturen wiesen 
geringere NPC1-Rezeptor-Expressionslevel als die humanen HEK293-Zellen 
und die N. noctula-Zellen (NyKi Prim und NyKi) auf. Die niedrigsten Level an 
NPC1-Rezeptor wurden dabei bei MoTra Prim-Zellen detektiert. Mittlere 
Expressionslevel konnten beispielsweise bei MoKi-Zellen, die höchsten 
Expressionslevel bei HEK293-, NyKi Prim- und NyKi-Zellen detektiert werden. 
Auffallend hoch war das NPC1-Rezeptor-Expressionslevel in  
MoSp Prim Late-Zellen.  
Die Zuordnung der Zellkulturen zu Kategorien mit hohem, mittlerem und 
niedrigem Expressionslevel basierend auf den durchflusszytometrischen 
Messungen korrespondierte weitestgehend mit der Einteilung, die bei der 
Auswertung der konfokalen Mikroskopie der Zellen vorgenommen wurde. 
Ausnahmen bildeten MoTes Prim- und MoKi Prim Late-Zellkulturen, deren 
mittels konfokaler Mikroskopie bestimmtes NPC1-Rezeptor-Expressionslevel 
höher als das durch Durchflusszytometrie detektierte Level war. 
4.3 Infektion von Fledermauszellkulturen mit Filoviren 
Im Hochsicherheitslabor des Robert Koch-Instituts wurden die etablierten  
M. condylurus-Zellkulturen mit EBOV infiziert und nach 1, 24, 72 und 96 h die 
Kopienzahl viraler RNAs pro ml Zellkulturüberstand bestimmt. Die 
Virusreplikationskinetik von insgesamt 15 verschiedenen Zellkulturen wurde 
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anschließend miteinander verglichen. Es sollte untersucht werden, ob das 
NPC1-Rezeptor-Expressionslevel in Zellen einen Einfluss auf die  
EBOV-Replikationskinetik hat. Daher wurden acht verschiedene 
Primärzellkulturen von M. condylurus ausgewählt, die unterschiedliche  
NPC1-Rezeptor-Expressionslevel aufwiesen (Tabelle 7): MoTra Prim,  
MoLu Prim, MoSp Prim Early, MoKi Prim und MoSk Prim  
(niedrige Expressionslevel); MoLi Prim, MoTes Prim und MoBra Prim  
(mittlere Expressionslevel). Darüber hinaus wurden die SV40T-immortalisierten  
MoKi-Zellen (mittleres Expressionslevel) inkludiert. Als Vergleichszellen 
fungierten NyKi Prim-, Vero UNC, HeLa- und HEK293-Zellen  
(hohes Expressionslevel) und HEK293∆NPC1-Zellen (keine NPC1-
Rezeptorexpression). Außerdem wurden spontan immortalisierte MoSp Prim 
Late-Zellen (hohes Expressionslevel) inkludiert, um die Replikationskinetik mit 
MoSp Prim Early-Zellen (niedriges Expressionslevel) zu vergleichen. 
4.3.1 EBOV-Replikationskinetik in Zellkulturen 
Die Virusreplikation von EBOV erfolgte in den verschiedenen Zellkulturen in 
unterschiedlichem Ausmaß (Abbildung 14). Um die Virusreplikationsrate 
zwischen den verschiedenen Zelltypen besser vergleichen zu können, wurde 
die x-fache Vermehrung der ebolaviralen RNA bei der Replikation ermittelt 
(Tabelle 8). Da sich innerhalb der ersten 24 h noch Teile des Inokulums von 
den Zellen ablöste und in den Überstand abgegeben wurde, wurde 
ausschließlich die Virusvermehrung zwischen den Zeitpunkten 24 h und 96 h 
nach Inokulation berücksichtigt. Eine Probennahme zum Zeitpunkt 48 h nach 
Inokulation war aus labortechnischen Gründen nicht möglich. Für jede Zellkultur 
wurde der arithmetische Mittelwert des Triplikats von der RNA-Kopienzahl/ml 
zum jeweiligen Zeitpunkt berechnet und anschließend der Vermehrungsfaktor 
ermittelt. Anhand des Vermehrungsfaktors erfolgte die Klassifizierung der 
Virusreplikationsrate als niedrig (10 x – 29 x Vermehrung), mittel  
(30 x – 499 x Vermehrung) oder hoch (> 500 x Vermehrung). Bei 
Vermehrungsfaktoren < 10 x findet keine oder nur in geringem Ausmaß eine 
Virusreplikation statt. 
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Abbildung 14: EBOV-Replikationskinetik in verschiedenen Zellkulturen 
Kopienzahl viraler RNAs pro ml in Zellkulturüberständen. EBOV-Replikation  
(von unten nach oben): Keine / sehr geringe Virusreplikation (MoLi Prim, 
HEK293∆NPC1), niedrige Virusreplikationsrate (MoTra Prim, MoLu Prim,  
MoSp Prim Early, MoKi Prim), mittlere Virusreplikationsrate (MoSp Prim Late,  
NyKi Prim, MoTes Prim, MoSk Prim, MoBra Prim) und hohe Virusreplikationsrate 
(HeLa, MoKi, HEK293, Vero UNC). 
 
Für HEK293∆NPC1- und MoLi-Prim-Zellen war keine Virusvermehrung 
innerhalb der ersten 96 h detektierbar. Niedrige Virusreplikationsraten und eine 
12 x – 29 x Vermehrung der RNA konnte in vier M. condylurus-
Primärzellkulturen (MoTra Prim, MoLu Prim, MoSp Prim Early und MoKi Prim) 
beobachtet werden. In vier weiteren M. condylurus-Zellkulturen und einer  
N. noctula-Zellkultur (MoSp Prim Late, MoTes Prim, MoSk Prim, MoBra Prim 
und NyKi Prim) konnten mittlere Virusreplikationsraten festgestellt werden. In 
den humanen und Affen-Vergleichszelllinien (HeLa, HEK293 und Vero UNC) 
und in der SV40T-immortalisierten MoKi-Zelllinie konnten die höchsten 
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Virusreplikationsraten mit Vermehrungsfaktoren von teilweise mehr als 6500 x 
detektiert werden.    
 
Tabelle 8: x-fache Vermehrung der ebolaviralen RNA bei der Replikation in 
unterschiedlichen Zellkulturen 
Zellkultur 
x-fache Vermehrung der  
ebolaviralen RNA 
Replikationsrate 
Vero UNC 6578  
hoch > 500 x 
HEK293 1001  
MoKi 674  
HeLa 504  
MoBra Prim 280  
mittel 30 x - 499 x 
MoSk Prim 136  
MoTes Prim 199  
NyKi Prim 49  
MoSp Prim Late 44  
MoKi Prim 29  
niedrig 10 x - 29 x 
MoSp Prim Early 25  
MoLu Prim 13  
MoTra Prim 12  
HEK293∆NPC1 2  keine / sehr geringe 
Replikation 
< 10 x 
MoLi Prim 2  
Für die Berechnung der x-fachen Vermehrung der ebolaviralen RNA wurden die Zeitpunkte    
24 h und 96 h nach Infektion herangezogen. Die Replikationsrate wurde als niedrig (10 x – 29 x 
Vermehrung), mittel (30 x - 499 x Vermehrung) oder hoch (> 500 x Vermehrung) definiert. 
 
Zellkulturüberstände von Vero UNC-, MoKi-, MoBra Prim-, MoTra Prim- und 
MoLu Prim-Zellen wurden 96 h nach Infektion titriert, um den Anteil an 
infektiösen Viruspartikeln beurteilen zu können (Abbildung 15). Dieser 
korrelierte in den meisten Fällen mit den PCR-Ergebnissen: So besaßen die 
Überstände von Vero UNC- und MoKi-Zellen die höchsten, demgegenüber 
MoTra Prim- und MoLu Prim-Zellen die niedrigsten Virustiter. Trotz hohen  
RNA-Titers zeigten MoBra Prim-Zellen nur einen geringen Virustiter auf dem 
Niveau von MoTra Prim-Zellen. 
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Abbildung 15: Vergleich von EBOV RNA und Virustiter in ausgewählten 
Zellkulturüberständen  
Kopienzahl viraler RNAs pro ml in Zellkulturüberständen (blau, linke Y-Achse). 
Virustiter als TCID50 pro ml in Zellkulturüberständen (rot, rechte Y-Achse). Überstand 
von Vero UNC, MoKi, MoBra Prim, MoTra Prim und MoLu Prim 96 h nach Infektion. 
Überstand von MoLu Prim_EBOV 150 Tage nach initialer Infektion. 
 
4.3.2 Cytopathischer Effekt bei EBOV-infizierten Zellkulturen  
Die EBOV-infizierten Zellkulturen wurden mit Hilfe eines 
Phasenkontrastmikroskops über 16 Tage nach Infektion auf die Entwicklung 
eines cytopathischen Effektes (CPE) untersucht. Alle acht Primärzellkulturen 
von M. condylurus zeigten keinen (MoTra Prim und MoKi Prim) oder geringen 
CPE. Abbildung 16 zeigt exemplarisch den CPE in Vero UNC-Zellen und in vier 
Primärzellkulturen von M. condylurus an Tag 16 nach Infektion. Bei Vero UNC-
Zellen war eine Zunahme der Zellgröße zu beobachten (Abbildung 16B). 
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Abbildung 16: Cytopathischer Effekt bei EBOV-infizierten Zellkulturen  
Linke Spalte: nicht infizierte Zellen (A, C, E, G, I); Rechte Spalte: EBOV-infizierte 
Zellen. Cytopathischer Effekt 16 Tage nach Infektion mit Zellvergrößerungen bei  
Vero UNC (B), erhöhtem Zellwachstum bei MoLu Prim (D), MoTes Prim (H),  
MoLi Prim (J) oder Plaques bei MoBra Prim (F, roter Pfeil). 
Phasenkontrastmikroskopie: alle Aufnahmen 10 x. 
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Im Gegensatz dazu zeigten MoLu Prim-, MoTes Prim-, MoLi Prim-  
(Abbildung 16D,H,J), MoSp Prim Early- und MoSk Prim-Zellen im Vergleich zu 
den nicht-infizierten Zellen ein verstärktes Zellwachstum. 
Bei MoBra Prim- (Abbildung 16F), MoSp Prim Late- und NyKi Prim-Zellen 
waren demgegenüber Plaques im Zellrasen zu erkennen, wobei 16 Tage nach 
Infektion noch 40-80 % des Zellrasens erhalten war. 
Die unterschiedlichen humanen Vergleichszellen waren zu diesem Zeitpunkt 
bereits vollständig von der Zellkulturoberfläche abgelöst: HEK293∆NPC1-Zellen 
verloren unabhängig von der Infektion nach vier Tagen die Adhärenz.  
HEK293- verloren sieben Tage und HeLa-Zellen zehn Tage nach Infektion die 
Adhärenz. 
4.3.3 Einfluss der Filovirusinfektion auf das NPC1-Rezeptor-
Expressionslevel 
EBOV-infizierte MoLu Prim-, MoBra Prim- und MoKi-Zellen wurden 22 Tage 
nach Infektion wie in Abschnitt 3.3.7 und 4.2.5.1 beschrieben mittels konfokaler 
Mikroskopie auf Veränderungen der NPC1-Rezeptor-Expression im Vergleich 
zu nicht-infizierten Kontrollzellen untersucht (Abbildung 17). Eine 
Doppelfärbung von NPC1-Rezeptor und ebolaviralen Proteine war aufgrund der 
hohen Rezeptorexpression nicht darstellbar. Um zu untersuchen, ob die 
Veränderungen der NPC1-Expression spezifisch bei EBOV-Infektionen 
auftreten, oder auch bei anderen Filoviren, die denselben Rezeptor verwenden, 
zu beobachten sind, wurden MoKi-Zellen parallel mit MARV infiziert und 
mikroskopiert. 
Deutlich zu erkennen war, dass die Filovirusinfektion in allen untersuchten 
Zelltypen zu einer starken Erhöhung des NPC1-Rezeptor-Expressionslevels 
führte (Abbildung 17B,D,F,H). Bei der Erhöhung der NPC1-Rezeptor-
Expression war kein Unterschied zwischen Zellen erkennbar, die eine niedrige 
Grundexpression (MoLu Prim) oder eine mittlere Grundexpression (MoBra Prim 
und MoKi) aufwiesen. Auffallend war jedoch, dass zumindest bei MoKi-Zellen 
die MARV-Infektion zu einer stärkeren Erhöhung des NPC1-Rezeptor-
Expressionslevels als die EBOV-Infektion führte (Abbildung 17H). 
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Abbildung 17: NPC1-Rezeptor-Expressionslevel in M. condylurus-Zellen nach 
Infektion mit EBOV und MARV 
Gefärbter NPC1-Rezeptor (rot), Zellkerne (blau). Linke Spalte: nicht infizierte Zellen  
(A: MoLu Prim, C: MoBra Prim, E und G: MoKi); Rechte Spalte: EBOV-infizierte Zellen 
(B: MoLu Prim, D: MoBra Prim, F: MoKi) und MARV-infizierte Zellen (H: MoKi) mit 
erhöhter NPC1-Rezeptor-Expression 22 Tage nach Infektion. 
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4.4 Persistierende EBOV-Infektionen in Zellkulturen 
Essentielles Kriterium für die Identifizierung eines natürlichen Reservoirs ist der 
Nachweis der Persistenz der Infektion in der Reservoirspezies. Einen ersten 
Hinweis auf die intrinsische Fähigkeit zur Persistenz könnte der Nachweis von 
persistenten Infektionen in Zellkultur liefern.  
Daher wurden einige der EBOV-infizierten Primärzellen aus Abschnitt 4.3  
16 Tage nach Infektion von 6-well-Platten in Zellkulturflaschen passagiert. Um 
zu untersuchen, ob sich eine persistierende EBOV-Infektion in M. condylurus-
Primärzellen etablieren kann, wurden MoLu Prim, MoBra Prim und MoTes Prim-
Zellen ausgewählt. Lungenprimärzellen wurden ausgewählt, da BOMV-RNA in 
Lungen von M. condylurus-Fledermäusen detektiert werden konnte. Gehirn- 
und Hodenprimärzellen wurden ausgewählt, da Gehirn und Hoden zu den sog. 
immunpriviligierten Organen zählen, in denen Viren theoretisch leichter eine 
persistierende Infektion etablieren können. 
4.4.1 Langzeitkultivierung und EBOV-Replikationskinetik 
EBOV-infizierte MoLu Prim-Zellen zeigten nach der Passage in 
Zellkulturflaschen ein Zellwachstum auf dem Niveau von nicht-infizierten  
MoLu Prim-Zellen. Die Zellen wurden einmal wöchentlich bis 150 Tage nach 
Infektion passagiert und erreichten dabei stets 100 %ige Konfluenz  
(Abbildung 18A, unten). Die Zellviabilität lag stets zwischen 95-100 %. Die 
langzeitinfizierten MoLu-Prim-Zellen konnten in Einfriermedium bei -80°C 
eingefroren und erfolgreich wieder aufgetaut werden.  
EBOV-infizierte MoBra Prim- und MoTes Prim-Zellen wurden bis 74 Tage nach 
Infektion kultiviert. Dabei wurde wöchentlich nur das Zellkulturmedium 
gewechselt, da das Zellwachstum soweit verlangsamt war, dass die Zellen 
keine Konfluenz erreichten (Abbildung 18B und C). Es erfolgten im gesamten 
Zeitraum nur zwei Passagen. Die Viabilität der Zellen lag für beide Zelltypen bei 
80-85 %. MoBra Prim-Zellen erreichten dabei in bestimmten Bereichen der 
Zellkulturoberfläche bis zu 50 % Konfluenz, was MoTes Prim-Zellen nicht 
erreichten. An Tag 67 nach Infektion war zu erkennen, dass sich MoBra Prim- 
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und MoTes Prim-Zellen von der Zellkulturoberfläche abzulösen begannen. Bis 
zum Tag 74 nach Infektion waren alle Zellen abgelöst und abgestorben.  
 
 
Abbildung 18: Langzeitkultivierung von EBOV-infizierten Primärzellen von 
M. condylurus 
Primärzellen von Lungen (A), Gehirn (B) und Hoden (C) von M. condylurus 37 Tage 
nach Infektion mit EBOV. A: MoLu Prim mit schnellem Zellwachstum und Bereichen mit 
100 %iger Konfluenz; B: MoBra Prim mit langsamen Zellwachstum und geringerer 
Zelldichte; C: MoTes Prim mit kaum erkennbarem Zellwachstum und insgesamt 
geringer Zellzahl. Phasenkontrastmikroskopie: alle Aufnahmen 10 x. 
 
Die Menge ebolaviraler RNA pro ml Zellkulturüberstand wurde in wöchentlich 
abgenommenen Zellkulturüberständen mittels RT-qPCR untersucht  
(Abbildung 19). 32 Tage nach Infektion mit EBOV wiesen alle drei Zellkulturen 
sehr ähnliche Mengen viraler RNA im Überstand von 2,5-3 x 107 Kopien/ml auf. 
Bei MoLu-Prim-Zellen waren kontinuierlich bis 150 Tage nach Infektion große 
Mengen viraler RNA von teilweise über 3 x 108 Kopien/ml nachweisbar. Bei 
MoBra Prim-Zellen und MoTes Prim-Zellen waren am letzten Beprobungstag  
74 Tage nach Infektion noch ca. 2 x 106 Kopien/ml bzw. 2 x 105 Kopien/ml 
nachweisbar. 
Nur bei den MoLu Prim-Zellen kam es zu einer persistenten EBOV-Infektion, 
bei der die Zellen dauerhaft mit dem Virus überlebten und kontinuierlich große 
Mengen ebolaviraler RNA in den Überstand abgaben. Die persistent mit EBOV 
infizierten MoLu Prim-Zellen wurden fortan als MoLu Prim_EBOV bezeichnet. 
Die Titration der Zellkulturüberstände von MoLu Prim-Zellen 96 h nach Infektion 
und von MoLu Prim_EBOV-Zellen 150 Tage nach Infektion ergab einen Anstieg 
von 6 x 103 auf 6 x 105 TCID50/ml bei einem korrespondierenden RNA-Titer 
von 3 x 105 auf 7 x 107 EBOV RNA Kopien/ml (Abbildung 15). 
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Abbildung 19: EBOV-Replikationskinetik in langzeitinfizierten  
M. condylurus-Zellen  
Kopienzahl viraler RNAs pro ml in Zellkulturüberständen von MoLu Prim- (orange), 
MoBra-Prim- (violett) und MoTes Prim-Zellen (türkis). 
4.4.2 EBOV-GFP-Infektion von ausgewählten Primärzellkulturen 
Um den Anteil der infizierten Zellen im Monolayer bei unterschiedlichen 
Zellkulturen zu visualisieren, wurden ausgewählte M. condylurus-
Primärzellkulturen mit EBOV-GFP infiziert. MoLu Prim- und MoBra Prim-Zellen 
wurden ausgewählt, da diese Zellen über einen langen Zeitraum nach Infektion 
mit EBOV kultiviert werden konnten (siehe Abschnitt 4.4.1). MoLi Prim- und 
MoKi-Zellen wurden  ausgewählt, da in ihnen innerhalb der ersten 96 h keine 
Virusreplikation detektiert werden konnte bzw. die höchsten 
Virusreplikationsraten aller M. condylurus-Zellen festgestellt werden konnten 
(siehe Abschnitt 4.3.1). HEK293∆NPC1-Zellen fungierten als Kontrolle.   
Der Anteil der infizierten Zellen und die Ausbreitung der Infektion im Monolayer 
unterschieden sich deutlich je nach Zellkulturtyp (Abbildung 20). 
HEK293∆NPC1-Zellen zeigten bis Tag 4 nach Infektion keine Anzeichen einer 
Infektion. Nach vier Tagen lösten sich die Zellen aufgrund des NPC1-Knockouts 
vollständig von der Zellkulturoberfläche ab. Bei MoKi-Zellen war an Tag 1 nach 
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Infektion der Anteil der infizierten Zellen im Monolayer am größten. An Tag 8 
war bereits ein hoher Anteil von Zellen erkennbar, der sich von der 




Abbildung 20: EBOV-GFP-Infektion von Zellkulturen 
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung verschiedener Zellkulturen bis 21 Tage 
nach Infektion mit EBOV-GFP. Infizierte Zellen bilden GFP (grün).  
Mikroskopie (wenn möglich) an Tag 1, 8, 11 und 21 nach Infektion. Erste Passage der 
infizierten Zellen an Tag 19 (roter Balken). Maßstabsbalken entspricht 400 µm. 
 
Obwohl in MoLi-Prim-Zellen keine Virusvermehrung innerhalb der ersten 96 h 
im Zellkulturüberstand detektierbar war (Abschnitt 4.3.1), waren 
MoLi Prim-Zellen nicht refraktär und wurden infiziert. Allerdings waren an Tag 1 
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nach Infektion im gesamten Monolayer lediglich sieben infizierte Zellen im Well 
der 6-well-Platte erkennbar. Auch für MoLu Prim-Zellen konnten lediglich acht 
infizierte Zellen an Tag 1 nach Infektion identifiziert werden. Wie in  
Abbildung 20 erkennbar, breitete sich die Infektion bei MoLi Prim- und  
MoLu Prim-Zellen sehr langsam im Monolayer aus. Aus den infizierten 
Einzelzellen entwickelten sich bis Tag 11 Cluster an infizierten Zellen, die von 
vielen nicht-infizierten Zellen umgeben waren. Bei MoBra Prim waren bereits an 
Tag 1 nach Infektion zahlreiche infizierte Zellen erkennbar (etwas weniger als 
bei der MoKi-Zelllinie). An Tag 8 waren 100 % der Zellen infiziert. MoLu Prim-, 
MoBra Prim- und MoLi Prim-Zellen wurden an Tag 19 nach initialer Infektion in 
Zellkulturflaschen passagiert (Abbildung 20, roter Balken). Während die  
MoLu Prim-Zellen an Tag 21 bereits eine relativ hohe Zelldichte zeigten und der 
Anteil der infizierten Zellen zunahm, zeigten MoBra Prim- und MoLi Prim-Zellen 
kaum Zellwachstum. Zwar waren immer noch 100 % der MoBra Prim-Zellen 
infiziert, aber die Zellen bildeten keinen Monolayer mehr aus.      
Die Kultivierung der EBOV-GFP-infizierten Lungenzellen wurde bis Tag 62 nach 
initialer Infektion fortgesetzt (Anhang, Abbildung 16). Dabei wurden die Zellen 
einmal wöchentlich passagiert und erreichten dabei stets 100 %ige Konfluenz. 
Analog zu Abschnitt 4.4.1 wurde die Zellviabilität bei allen Passagen auf  
95-100 % bestimmt und die langzeitinfizierten MoLu Prim-Zellen in 
Einfriermedium bei -80°C eingefroren und erfolgreich wieder aufgetaut. Nach 
dem Auftauen der Zellen und Ausbildung des Monolayers war der Anteil der 
infizierten Zellen vergleichbar mit dem Anteil infizierter Zellen in den 
kontinuierlich passagierten MoLu Prim-Zellen. 
Wie schon zuvor mit EBOV entwickelte sich auch mit EBOV-GFP eine 
persistierende Infektion in Lungenprimärzellen von M. condylurus. Die 
persistent mit EBOV-GFP infizierten MoLu Prim-Zellen wurden fortan als  
MoLu Prim_EBOV-GFP bezeichnet. 
4.4.3 Konfokale Mikroskopie von persistent infizierten Lungenzellen 
Um bei MoLu Prim_EBOV-Zellen den Anteil der infizierten Zellen an der 
Gesamtzellpopulation nach Langzeitkultivierung zu untersuchen, wurden die 
Ergebnisse 
Seite | 83  
 
Zellen 143 Tage nach initialer Infektion wie in Abschnitt 3.3.7 beschrieben 
mittels konfokaler Mikroskopie untersucht. Nach 143 Tagen war nur ein 
gewisser Anteil der Zellen infiziert (Abbildung 21A). Es war zu erkennen, dass 
EBOV-infizierte Zellen (grün) von vielen nicht-infizierten Zellen (rote Ellipse) 
umgeben waren (Abbildung 21B-D). Der Anteil der EBOV-infizierten Zellen an 
der gesamten Zellpopulation nach 143 Tagen schien vergleichbar mit dem 
Anteil der EBOV-GFP-infizierten MoLu Prim-Zellen an Tag 11 (Abbildung 20) 
oder an Tag 62 nach initialer Infektion (Anhang, Abbildung 16). 
 
 
Abbildung 21: Persistierend infizierte MoLu Prim_EBOV-Zellen 143 Tage nach 
initialer Infektion 
Gefärbtes EBOV-NP-Protein (grün). Gefärbtes Aktinzytoskelett (orange).  
A: Übersichtsaufnahme - Fluoreszenzmikroskopie: Maßstabsbalken entspricht 200 µm. 
B: Gefärbtes Aktinzytoskelett; C: Nachweis von EBOV-NP im selben mikroskopischen 
Ausschnitt. D: Überlagerung von B und C; Bereiche mit nicht-infizierten Zellen  
(rote Ellipse). Konfokale Mikroskopie (B-D): Maßstabsbalken entspricht 50 µm. 
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4.5 Einfluss von Temperatur auf Zellkulturen und 
Filovirusreplikation 
4.5.1 Ermittlung relevanter Umgebungstemperaturen von 
M. condylurus an der Elfenbeinküste 
Um zu ermitteln, welchen Temperaturschwankungen die konkrete 
M. condylurus-Kolonie in ihrem Quartier ausgesetzt war, wurde im November 
2016 die Temperatur mittels iButton Logger für fünf Tage in der entsprechenden 
Hausdachöffnung im Dorf in Koffikro alle 30 min gemessen  
(Anhang, Abbildung 17). 
Die Temperaturen schwankten zwischen 42°C am Tag und 25°C in der Nacht 
bei einer Luftfeuchtigkeit von 57-77 % (Abbildung 22). Das Wellblechdach, 
unter dem sich das Fledermausquartier befand, schien bei Sonneneinstrahlung 
zu einer starken Aufheizung des darunter liegenden Zwischenraums zu führen.  
 
 
Abbildung 22: Messung der Umgebungstemperatur und Luftfeuchtigkeit im 
Quartier der Fledermauskolonie im Dorf Koffikro an der Elfenbeinküste 
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Zur Untersuchung des Einflusses der Temperatur wurde das Zellwachstum und 
die Virusreplikation bei 27°C und 42°C gemessen, basierend auf den an der 
Elfenbeinküste vorherrschenden Temperaturbereichen (Abschnitt 1.3.3.3) und 
den gemessenen Temperaturen im Quartier der Fledermauskolonie unter 
Berücksichtigung der besonderen Thermoregulation von M. condylurus 
(Abschnitt 1.3.3). 
4.5.2 Temperaturabhängiges Wachstum und Viabilität von 
Zellkulturen 
Folgende M. condylurus-Zellkulturen wurden für 96 h bei 27°C, 37°C (Kontrolle) 
und 42°C mit 5% CO2 kultiviert und lichtmikroskopisch die Adhärenz der Zellen 
sowie morphologische Veränderungen beurteilt: MoKi, MoTra Prim, MoLu Prim 
und MoBra Prim (Abbildung 23, rote Box). Zum Vergleich wurden 
Kultivierungsversuche mit HEK293-, HeLa- und Vero UNC-Zellen 
vorgenommen. Alle M. condylurus-Zellen tolerierten sowohl 27°C als auch 
42°C. Die Zellen blieben adhärent und es war keine übermäßige Ablösung 
abgestorbener Zellen zu beobachten. Bei 42°C waren die Zellen im Vergleich 
zu 37°C vergrößert. Bei 27°C fielen ausschließlich MoKi-Zellen mit einer 
veränderten Morphologie auf: Die Zellen erschienen abgerundet.  
Die Vergleichszellen HEK293-, HeLa- und Vero UNC tolerierten größtenteils 
weder 27°C noch 42°C als Wachstumstemperatur: Der Großteil der Zellen 
verlor die Adhärenz und löste sich von der Zellkulturoberfläche ab, so dass nur 
wenige Bereiche mit adhärenten Zellen mikroskopiert werden konnten 
(Abbildung 23). Für HeLa- und Vero UNC-Zellen konnten bei 42°C keine 
adhärenten Zellen mehr nach 96 h identifiziert werden. Vero UNC-Zellen 
verloren bei 27°C zwar nicht die Adhärenz, allerdings schienen sie zu 
mehrkernigen Riesenzellen zu fusionieren. 
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Abbildung 23: Wachstum verschiedener Zellkulturen bei 27°C, 37°C und 42°C 
Rote Box: Ausgewählte Zellkulturen von M. condylurus. Vergleichs-Zellkulturen: 
HEK293, HeLa und Vero UNC. Phasenkontrastmikroskopie: alle Aufnahmen 40 x;  
96 h Inkubation bei entsprechender Temperatur.  
 
Für HEK293-, MoKi-, MoTra Prim-, MoLu Prim- und MoBra Prim-Zellen wurde 
darüber hinaus das Zellwachstum und die Viabilität über 96 h bei 27°C, 37°C 
und 42°C untersucht, wobei nach 96 h eine 80-90 %ige Konfluenz erreicht 
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wurde. Da sich HEK293-Zellen nach 72 h bei 27°C oder 42°C verstärkt von der 
Zellkulturoberfläche ablösten, wurden hier auch die nicht-adhärenten Zellen im 
Medium für die Zellzahl- und Viabilitätsbestimmungen berücksichtigt. 
Zur Beurteilung des Zellwachstums sollten sich die Zellen möglichst lange in 
der exponentiellen Wachstumsphase befinden. Nach 48 h und 96 h wurde 
jeweils für drei Wells pro Zellkultur und pro Temperatur mittels automatisierten 
Zellzählers die Gesamtzellzahl und Viabilität der Zellen bestimmt  
(Anhang, Abbildung 18).  
Es konnte ein Zellwachstum für alle untersuchten Zellkulturen bei 27°C, 37°C 
und 42°C über den Zeitraum von 96 h beobachtet werden. Die Viabilität lag für 
alle getesteten Zellkulturen bei allen Temperaturen nach 96 h zwischen 
80-97 %, wobei MoLu Prim- und MoBra Prim-Zellen bei allen drei Temperaturen 
die höchsten Viabilitätswerte erreichten. Obwohl die HEK293-Zellen die 
Adhärenz verloren, schienen sie zumindest im untersuchten Zeitraum noch vital 
zu sein und sich in der Suspension zu vermehren. 
Insgesamt zeigten die mikroskopischen Untersuchungen, dass die getesteten 
Primärzellen und immortalisierten Zellen von M. condylurus toleranter 
gegenüber hohen und niedrigen Wachstumstemperaturen im Vergleich zu 
HEK293-, HeLa- und Vero UNC-Zellen waren. Die Zellen blieben adhärent und 
zeigten eine hohe Viabilität bei 27°C, 37°C und 42°C. 
4.5.3 Langzeitadaptation von M. condylurus-Zellen an 27°C und 
Veränderungen des NPC1-Rezeptor-Expressionlevels  
Um eventuelle Temperaturadaptationen und mögliche Einflüsse auf die 
ebolavirale Replikation (Abschnitt 4.5.4) zu untersuchen, wurden MoKi-Zellen 
147 Tage bei 27°C inkubiert. MoKi-Zellen wurden ausgewählt, da diese Zellen 
kloniert wurden und daher bei 37°C auch über lange Zeiträume konstante 
NPC1-Rezeptor-Expressionslevel aufwiesen. Die Zellen erreichten alle  
10-14 Tage 100 % Konfluenz und wurden insgesamt elf mal passagiert. Die so 
adaptierte Zelllinie wurde fortan als MoKi_LT (MoKi Low Temperature) 
bezeichnet (Anhang, Abbildung 19). 
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Für den Vergleich der NPC1-Rezeptor-Expressionslevel wurden MoKi- und 
MoKi_LT-Zellen mittels konfokaler Mikroskopie untersucht. Dabei waren 
deutliche Unterschiede erkennbar (Abbildung 24): MoKi_LT-Zellen zeigten ein 
deutlich höheres NPC1-Rezeptor-Expressionslevel als MoKi-Zellen. Darüber 
hinaus fiel auf, dass bei MoKi-LT besonders große Mengen an NPC1-Rezeptor 
im Bereich des Zellkerns lokalisiert waren (Abbildung 24C,D). 
 
 
Abbildung 24: Vergleich des NPC1-Rezeptor-Expressionslevels in MoKi- und 
MoKi_LT-Zellen 
NPC1-Rezeptor-Expression in MoKi-Zelllinie (A und B) und MoKi-Zellen, die 147 Tage 
bei 27°C inkubiert wurden (MoKi_LT, C und D). Gefärbter NPC1-Rezeptor (rot), 
Zellkerne (blau). B und D: ohne Färbung des Zellkerns. 
 
4.5.4 Einfluss der Inkubationstemperatur auf die Virusreplikation 
von EBOV und MARV 
4.5.4.1 Virusreplikation bei konstanter Inkubation der Zellen bei 27°C, 
37°C und 42°C 
HEK293-, MoKi, MoBra Prim und MoLu Prim-Zellen wurden wie in 3.3.10 und 
4.3 beschrieben als Triplikate in 6-well Platten ausgesät, von jeder Zellkultur je 
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eine Platte bei 27°C, 37°C und 42°C mit 5% CO2 inkubiert und mit EBOV 
infiziert. Um zu untersuchen, ob eventuelle Temperatureffekte Ebolavirus-
spezifisch sind oder auch bei anderen Filoviren auftreten, wurden MoKi-Zellen 
darüber hinaus mit MARV infiziert. Die Probennahme und Quantifizierung der 
viralen RNAs erfolgte für alle Zellkulturen nach 96 h wie in Abschnitt 3.4.2 und 
3.4.3 beschrieben. In Abbildung 25 ist der Einfluss der Temperatur auf die 
filovirale Virusreplikation zu erkennen: Nach Infektion mit EBOV oder MARV 
war für alle getesteten Zellkulturen die Replikationsrate bei 27°C deutlich 
geringer als bei 37°C. 
 
 
Abbildung 25: EBOV- und MARV-Replikation bei unterschiedlichen konstanten 
Temperaturen 
Kopienzahl viraler RNAs pro ml in Zellkulturüberständen nach 96 h Inkubation bei 27°C 
(blau), 37°C (grün) oder 42°C (rot). Infektion mit EBOV: HEK293, MoKi,  
MoBra Prim und MoLu Prim. Infektion mit MARV: MoKi. Die horizontalen Linien 
indizieren das geometrische Mittel der Messwerte. Signifikante Unterschiede  
(**** = P < 0,0001;  *** = P < 0,001). 
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HEK293-Zellen zeigten bei Infektion mit EBOV und Inkubation bei 27°C oder 
42°C eine signifikant geringere Replikationsrate als bei 37°C. Bei MoKi-Zellen 
war die Replikationsrate bei 42°C signifikant höher als bei HEK293-Zellen. Bei 
MoKi- und MoBra Prim-Zellen führten Inkubationstemperaturen von 42°C im 
Vergleich zu HEK293-Zellen nur zu einem geringen Abfall der EBOV-
Replikationseffizienz. In MoLu Prim-Zellen erfolgte die Replikation bei 42°C auf 
einem vergleichbar niedrigem Niveau wie bei 27°C und 37°C. Die 
Virusreplikationsrate in MoKi-Zellen bei 42°C war bei MARV signifikant geringer 
als bei EBOV. 
Um darüber hinaus zu untersuchen, ob es in MoKi_LT-Zellen zu 
Temperaturadaptationen gekommen war, die die ebolavirale Replikation 
beeinflussen, wurden auch diese Zellen mit EBOV infiziert und die 
Virusreplikationsrate mit MoKi-Zellen verglichen (Anhang, Abbildung 20). 
MoKi_LT-Zellen zeigten eine geringfügig höhere EBOV-Replikationsrate im 
Vergleich zu MoKi-Zellen nach 96 h Inkubation bei 27°C. 
4.5.4.2 Wechsel der Inkubationstemperatur und Einfluss auf die EBOV-
Replikationskinetik 
Im folgenden Abschnitt wurde untersucht, ob EBOV längere Zeiträume bei 
niedrigeren Temperaturen überdauern kann und ob bei einem 
Temperaturanstieg ein Anstieg der Replikationsrate zu beobachten ist. Dafür 
wurde mit MoLu Prim- und MoBra Prim-Zellen getestet, ob nach siebentägiger 
Inkubation bei 27°C und einem anschließenden Anstieg auf 37°C die  
EBOV-Replikationsrate ebenfalls ansteigt. Zum Vergleich wurde für beide 
Zellkulturen je eine Zellkulturplatte kontinuierlich bei 27°C und 37°C inkubiert. 
An Tag 0, 4, 7, 9, 11, 14, 16, 18 und 21 erfolgte die Probennahme und 
Quantifizierung der viralen RNAs in den Zellkulturüberständen wie zuvor 
beschrieben. Bei den Zellkulturplatten mit wechselnder Temperatur von 27°C 
auf 37°C begann die Probennahme an Tag 7.  
In Abbildung 26 ist die Temperaturabhängigkeit der EBOV-Replikationsrate zu 
erkennen. In MoLu Prim-Zellen erfolgte die Virusreplikation bei 27°C auf einem 
deutlich niedrigeren Niveau als bei 37°C. An Tag 21 konnten bei 27°C im Mittel 
2,9 x 106 und demgegenüber bei 37°C 1,7 x 108 EBOV RNA Kopien/ml 
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detektiert werden. Die Replikation in MoBra Prim-Zellen erfolgte auf einem 
höheren Niveau als in MoLu Prim-Zellen. Es zeigte sich dieselbe 
Temperaturabhängigkeit wie bei MoLu Prim, nur dass die Menge viraler RNAs 
in den Zellkulturüberständen zwischen Tag 16 und 18 für alle untersuchten 
Temperaturen ein vergleichbar hohes Niveau oberhalb von 5,7 x 108 EBOV 
RNA Kopien/ml erreichte. Bei einem Temperaturwechsel von 27°C auf 37°C an 
Tag 7 konnte im Vergleich zu den jeweiligen bei 27°C inkubierten Kontrollzellen 
eine deutliche Erhöhung der Virusreplikationsrate in MoLu Prim- und  
MoBra Prim-Zellen beobachtet werden (Abbildung 26, gestrichelte Linien).  
 
 
Abbildung 26: EBOV-Replikationskinetik bei Wechsel der Inkubationstemperatur 
Kopienzahl viraler RNAs pro ml in Zellkulturüberständen. Inkubation von MoLu Prim- 
(orange) und MoBra Prim-Zellen (violett): kontinuierlich bei 27°C (Dreieck), 
kontinuierlich bei 37°C (Raute), Wechsel von 27°C auf 37°C  
(Stern, gestrichelte Linie). Roter Pfeil: Zeitpunkt des Temperaturwechsels (Tag 7). 
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Wie in 4.3.1 beschrieben, wurde die x-fache Vermehrung der ebolaviralen RNA 
zwischen Tag 7 und Tag 11 (96 h) berechnet (Tabelle 9). In MoLu Prim-Zellen 
ergab sich bei konstanter Inkubationstemperatur von 27°C ein 
Vermehrungsfaktor von 3 x, in MoBra Prim-Zellen von 5 x. Die Erhöhung der 
Inkubationstemperatur auf 37°C führte zu einer Erhöhung des 
Vermehrungsfaktors auf 28 x bei MoLu Prim- und 88 x bei MoBra Prim-Zellen. 
 
Tabelle 9: x-fache Vermehrung der ebolaviralen RNA bei unterschiedlichen 
Inkubationstemperaturen 
Zellkultur Inkubationstemperatur [°C] 
x-fache Vermehrung der          
ebolaviralen RNA 
MoLu Prim  27 3 
MoLu Prim  27/37 28 
MoBra Prim  27 5 
MoBra Prim  27/37 88 
Für die Berechnung der x-fachen Vermehrung der ebolaviralen RNA wurden die Zeitpunkte      
Tag 7 und 11 nach Infektion herangezogen. 
 
Analog wurden auch MoKi-Zellen mit EBOV und MARV infiziert und identischen 
Temperaturwechseln ausgesetzt: Eine Erhöhung der Inkubationstemperatur 
von 27°C auf 37°C führte auch hier zu einer Erhöhung der Virusreplikationsrate 
(Daten aus Übersichtsgründen nicht in Abbildung 26 eingebunden). Allerdings 
tolerierten mit MARV infizierte MoKi-Zellen den Temperaturwechsel schlechter 
und lösten sich vollständig von der Zellkulturoberfläche ab. HEK293-Zellen 
tolerierten die Inkubation bei 27°C nicht, so dass an Tag 4 nach Infektion mit 
EBOV nur noch wenige adhärente Zellen zu beobachten waren. Nach dem 
Temperaturwechsel lösten sich die übrigen Zellen von der Zellkulturoberfläche 
ab und eine Erhöhung der Virusreplikationsrate konnte nicht beobachtet 
werden. Demgegenüber konnten MoLu Prim- und MoBra Prim-Zellen über 21 
Tage nach Infektion mit EBOV bei 27°C, 37°C und auch bei 42°C ohne Verlust 
der Adhärenz inkubiert werden (Anhang, Abbildung 21). Bei allen getesteten 
Temperaturen konnte eine deutliche Virusreplikation beobachtet werden. Auch 
bei fünfmaligem Wechsel der Inkubationstemperatur zwischen 27°C und 42°C 
blieben die Zellen adhärent (dargestellt für MoLu Prim-Zellen:  
Anhang, Abbildung 22) und konnten nach 21 Tagen weiter passagiert werden. 
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5 Diskussion 
5.1 Langzeithaltung und metagenomische Analyse von Proben 
von M. condylurus 
Nach Konstruktion einer Fledermaushaltungsanlage an der Elfenbeinküste, 
Fangen der Fledermäuse, erfolgreicher Umstellung der Tiere auf Mehlwürmer 
als Nahrungsquelle in Gefangenschaft und molekularer Bestätigung der 
Spezies als M. condylurus, konnten 20 Tiere in einer elfmonatigen 
Langzeitstudie regelmäßig beprobt und metagenomische Analysen von 
Oralabstrich- und Urinproben durchgeführt werden.  
Metagenomanalysen haben gezeigt, dass Chiroptera eine Vielzahl von Viren 
beherbergen [292-294]. In M. condylurus ist dies die erste durchgeführte 
Viromstudie, wobei eine weitere Besonderheit der Studie darin bestand, dass 
sich die Fledermäuse über einen langen Zeitraum in kontrollierter Umgebung in 
Haltung befanden. Dadurch sollte erstmals der zeitliche Verlauf der 
Virusausscheidungen und mögliche Assoziationen mit Faktoren wie Stress, 
Hunger oder Trächtigkeit untersucht werden. Innerhalb der 100 Treffer 
(Oralabstrichproben) bzw. 60 Treffer (Urinproben) mit der größten Coverage 
wurden jeweils 8 % der Treffer mit Ähnlichkeiten zu Vertebraten-infizierenden 
Viren für die weitere Analyse genutzt. Dabei erfolgten ausschließlich 
Klassifizierungen zu Viren mit Ähnlichkeiten zu Corona-, Adeno-, Herpes- und 
Genomoviridae, wobei Letztere nur in den Urinproben festgestellt werden 
konnten. Auch in anderen Studien wurden mittels NGS Corona- [294-296], 
Adeno- [296-299] und Herpesviridae [294, 296, 299-302] in unterschiedlichsten 
Chiroptera-Familien gefunden. In einer Screening-Studie wurden Coronaviren 
auch in Fledermäusen der Art M. condylurus detektiert [303].  
Bei der Familie Genomoviridae mit der Gattung Gemycircularvirus, welche erst 
2016 von der ICTV eingeführt wurde, handelt es sich um DNA-Viren mit einem 
zirkulären, einzelsträngigen Genom [304]. Sequenzen mit Zuordnung zu 
Gemycircularviren wurden im Flughund Pteropus tonganus [305], anderen 
Mammalia, aber auch in Vögeln, Insekten, Pflanzen, Pilzen und im Abwasser 
gefunden, wobei eine definitive Zuordnung von Wirt und assozierten 
Diskussion 
Seite | 94  
 
Symptomen bei Infektion noch nicht vorliegt [306]. In einer metagenomischen 
Studie in Französich-Guyana wurden in Fäzes und Speichel der 
Fledermausspezies Desmodus rotundus und Molossus molossus ebenfalls 
Sequenzen mit Zuordnung zu Genomoviridae detektiert [307].  
Gegenüber anderen metagenomischen Analysen bei Fledermäusen war der 
prozentuale Anteil der mit Ähnlichkeiten zu eukaryotischen Viren klassifizierten 
Reads in den Urinproben etwas geringer und in den Oralabstrichproben 
vergleichbar zu anderen Studien: Beispielsweise betrug der Anteil der Reads 
mit Ähnlichkeiten zu Coronaviridae in den Oralabstrichproben 0,004 %, bei 
einer anderen Studie 0,005 % in Fäzesproben [293] oder 0,004 % in Oral- und 
Analabstrichproben von Chiroptera [308]. 
Die beobachtete Zunahme des relativen Fledermausgruppengewichts in den 
ersten 35 Wochen (Abbildung 8; Abbildung 9), lässt sich durch das 
Nahrungsüberangebot und die reduzierte Bewegung der Fledermäuse in 
Gefangenschaft erklären. Die Abnahme des relativen 
Fledermausgruppengewichts ab Woche 36 und das Versterben von 60 % der 
Tiere kann vielfältige Ursachen haben und wurde nicht weiter untersucht. 
Möglicherweise waren für das Versterben der Fledermäuse auch 
Bakterieninfektionen verantwortlich, was ebenfalls für Chiroptera beschrieben 
wurde [309, 310]. 
Um die zeitliche Komponente der Virusausscheidungen zu untersuchen, wurde 
die Summe aller klassifizierten Reads einer Virusfamilie zum jeweiligen 
Zeitpunkt gebildet. Da Reads mit Ähnlichkeiten zu Corona-, Adeno- und 
Herpesviridae in nahezu allen Proben über den gesamten Verlauf der 
Langzeithaltung im Maul und im Urin der Fledermäuse nachgewiesen werden 
konnten, schienen diese Viren kontinuierlich in der Gruppe der untersuchten 
Tiere aufzutreten. Dass ein Nachweis in einigen Urinproben nicht möglich war, 
aber in den Oralabstrichenproben zu jeden Zeitpunkt, könnte darin begründet 
liegen, dass weniger Virus in den Urin abgegeben wird. Darüber hinaus wurden 
zwar die Oralabstrichproben, nicht aber die Urinproben, von jedem Tier 
individuell genommen. Sollte ein infiziertes Tier nicht vor der Probennnahme 
uriniert haben, hätte dies ebenfalls die Detektionsergebnisse beeinflusst. Die 
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Effizienz des Aufreinigungsprotokolls und die Anreicherung der viralen RNAs 
wurde durch Spiken einer definierten Menge Influenza-A-Virus in zwei Proben 
überprüft und nachgewiesen. 
Für Adenoviridae war ein Peak mit einer ca. 45 x Erhöhung der Read-Anzahl im 
Vergleich zur Vorwoche in den Urinproben zu beobachten; in einem Zeitraum, 
in dem vier Fledermäuse der Gruppe trächtig waren (Abbildung 9). Um einen 
möglichen Zusammenhang zwischen der Trächtigkeit der Tiere und verstärkter 
Detektion von adenoviralen Reads zu untersuchen, müssten die individuellen 
Proben der trächtigen Tiere rückgetestet werden. Auf bestimmte Auslöser hin 
könnte die Virusvermehrung der Genomoviridae zumindest in einigen Tieren 
stimuliert worden sein, was zur beobachteten 1878-fachen Erhöhung der 
detektierten Reads in Woche 21 im Vergleich zur Vorwoche führte. Für eine 
genauere Analyse der zeitlichen Komponente der Virusausscheidungen waren 
die bisherigen bioinformatischen Daten noch nicht ausreichend. 
Da die Fledermausvolieren zusätzlich durch einen äußeren Käfig abgeschirmt 
wurden (Anhang, Abbildung 1), kann das Eintragen von Viren in die untersuchte 
Fledermausgruppe durch andere Tiere ausgeschlossen werden. Auch eine 
Übertragung von Viren auf die Fledermäuse über Arthropoden wurde für die 
untersuchten Virusfamilien bisher nicht beschrieben [311]. Die Fledermäuse 
waren daher höchstwahrscheinlich bereits zu Beginn der Studie infiziert und 
Corona-, Adeno-, Herpes- und Genomoviridae wurden kontinuierlich von der 
Fledermausgruppe ausgeschieden. Um zu untersuchen, ob die beobachteten 
Viruspeaks viele oder nur vereinzelte Tiere der Gruppe betreffen, müssten in 
weiteren Untersuchungen die individuellen Proben für jedes Tier am jeweiligen 
Probentag rückgetestet werden.  
Desweiteren sei angemerkt, dass es sich bei Adeno-, Herpes und 
Genomoviridae um DNA-Viren handelt: Da alle Proben mit zwei 
unterschiedlichen DNasen behandelt wurden, ist ein unvollständiger  
DNA-Abbau unwahrscheinlich. Vermutlich erfolgte der Nachweis der viralen 
Transkripte dieser Viren, was quantitative Aussagen erschweren würde. Denn 
eine größere Anzahl Reads in einer Probe könnte außer durch 
Virusvermehrung auch durch eine verstärkte Transkription hervorgerufen 
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worden sein. Abschließend sei angemerkt, dass in einer anderen Studie die 
Umstellung der Fledermäuse auf Mehlwürmer als Nahrungsquelle einen 
unmittelbaren Einfluss auf das Mikrobiom der Tiere hatte [312], was ebenfalls 
einen Einfluss auf das in dieser Studie untersuchte Virom haben  
könnte [313, 314].  
Die Analyse der Proben mittels NGS ermöglichte die Suche und Detektion noch 
unbekannter Viren von M. condylurus, deren Nukleinsäuresequenzen nur eine 
gewisse Ähnlichkeit zu den Virussequenzen in der RefSeq-Datenbank besitzen. 
Demgegenüber kann mit Screening-PCRs nur nach Gruppen von Viren mit 
zumindest z.T. bekannten Nukleinsäuresequenzen gesucht werden. Um einen 
ersten Einblick in das Virom in Ausscheidungen von M. condylurus zu erhalten, 
war die durchgeführte NGS-Studie Screening-PCRs nach bestimmten Viren 
überlegen. Um jedoch den zeitlichen Verlauf der Virusausscheidungen während 
der Langzeithaltung der Fledermäuse im Detail zu untersuchen, waren die 
NGS-Daten nicht ausreichend. Für alle Viren in den detektierten Virusfamilien 
müssten für eine weitergehende Analyse alle klassifizierten Reads zu Contigs 
assembliert werden. Durch ein Mapping aller Reads gegen diese Contigs, 
könnten womöglich zusätzlich Reads selektiert werden, die aufgrund der 
Abweichungen zu bekannten Virussequenzen vorher nicht klassifiziert  
wurden.  
Die ermittelten Partialsequenzen aus M. condylurus könnten durch 
Sangersequenzierungen verifiziert werden. Anschließend könnte durch die 
Entwicklung spezifischer qPCRs eine Quantifizierung mit hoher Spezifität und 
Sensitivität in den Einzelproben vorgenommen werden, um exaktere Aussagen 
zum Auftreten der Viren während der Langzeithaltung treffen zu können. Auch 
eine Beurteilung möglicher Assoziationen der zeitlichen Virusausscheidungen 
mit Faktoren wie Stress, Hunger oder Trächtigkeit ist erst mit spezifischen 
qPCRs möglich. 
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5.2 Primärzellkulturen von M. condylurus und NPC1-Rezeptor-
Expressionslevel 
Humane Primärzellen, insbesondere primäre Immunzellen, wurden vielfach in 
der Ebolavirusforschung verwendet [36, 45, 315-322]. Untersuchungen zu 
EBOV Entry- und Infektionsprozessen in Chiroptera-Zellen wurden hingegen 
vornehmlich mit immortalisierten Zelllinien durchgeführt [180, 323-331]. Ein 
Nachteil bei der Verwendung von immortalisierten Zelllinien besteht in ihren 
genetischen und phänotypischen Unterschieden im Vergleich zu den 
entsprechenden Ursprungszellen im Organ, wohingegen Primärzellen noch 
zahlreiche wichtige Marker und Zellfunktionen innehaben, die auch in vivo 
beobachtet werden können [266, 332, 333]. Um ein aussagekräftigeres 
Zellkultur-Modellsystem von der potenziellen Reservoirspezies M. condylurus 
zu etablieren, wurden daher Primärzellkulturen und zum Vergleich ausgewählte 
immortalisierte Zelllinien aus verschiedensten Organen und Geweben von 
M. condylurus-Fledermäusen generiert. 
5.2.1 Primärzellen mit niedriger Passagenzahl 
Fortlaufendes Passagieren der Primärzellkulturen führte zu einem Verlust an 
Zelldiversität, welcher vermutlich durch Selektionsprozesse unter den 
Zellkulturbedingungen verursacht wurde [334, 335]. Auch die Morphologie und 
die NPC1-Rezeptor-Expressionslevel änderten sich bei einigen Zellen im 
Verlauf der Passagen deutlich. So zeigte die Mehrheit der MoSp Prim-Zellen 
mit niedriger Passagenzahl sehr geringe NPC1-Rezeptor-Expressionslevel. 
Durch das Passagieren wurde ein seltener Zelltyp mit abweichender 
Morphologie und hohem NPC1-Rezeptor-Expressionslevel angereichert 
(Anhang, Abbildung 12). Diese Selektion von Subpopulationen von Zellen 
wurde auch für Zelllinien beschrieben [336]. Um eine ausreichend hohe Zellzahl 
für die durchflusszytometrische Messung von MoSp Prim-Zellen zu erhalten, 
waren zwei zusätzliche Passagen notwendig, in denen sich die 
Zusammensetzung der Primärzellkultur eklatant änderte und schließlich ein 
Zelltyp mit hohem NPC1-Rezeptor-Expressionslevel dominierte. Diese 
Ergebnisse spiegeln die mögliche drastische Veränderung der Charakteristika 
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einer Zellkultur in sehr kurzer Zeit wieder. Die Veränderungen von Morphologie, 
Entwicklung, biologischen Charakteristika und Genexpression der Zellen bei 
Langzeitkultivierung von Zelllinien wurden vielfach beschrieben [337-342]. Da 
Primärzellen von Chiroptera nicht in großen Mengen verfügbar sind [266, 343], 
wird die überwiegende Mehrzahl von Zellkulturexperimenten in der 
Filovirusforschung mit immortalisierten Zelllinien durchgeführt, bei denen in 
vielen Fällen auch die Passagenzahl nicht berücksichtigt wird. Passagieren, 
Immortalisierung und Klonierung von Zellkulturen kann jedoch zu veränderten 
Zelleigenschaften führen, die nicht mehr charakteristisch für die 
Ursprungszellen in vivo sind. Eine Besonderheit der in dieser Doktorarbeit 
durchgeführten Experimente besteht in der überwiegenden Verwendung von 
Primärzellkulturen in niedrigen Passagenzahlen (< 10), die eine größtmögliche 
Ähnlichkeit zu den entsprechenden Zellen im Organ besitzen. 
5.2.2 Spontane Immortalisierungen 
Spontane Immortalisierungen stellen üblicherweise seltene Ereignisse dar, bei 
dem es zu einer „genomischen Instabilität”, also Chromosomen- oder 
Genmutationen kommen muss [344]. Während die spontane Immortalisierung 
von Zellkulturen ein äußerst seltenes Ereignis in humanen oder auch in 
Vogelzellen ist, werden spontane Immortalisierungen bei Zellen von Nagetieren 
oder auch von der Regenbogenforelle häufiger beschrieben [345-348]. Auch für 
Chiroptera-Zellen scheint die spontane Immortalisierung in Zellkultur 
normalerweise ein seltenes Ereignis darzustellen. Ein beschriebenes Beispiel 
hierfür ist die Lungenzelllinie CpLu aus der Fledermausspezies  
Carollia perspicillata [349]. Demgegenüber wurde beschrieben, dass keine der 
Primärzellkulturen, die aus 20 verschiedenen Organen des Flughundes 
Pteropus alecto etabliert wurden, spontan immortalisierte [350]. In dieser 
Hinsicht war es überraschend, dass die allermeisten Primärzellkulturen von  
M. condylurus spontan immortalisierten. Für fünf der Fledermauszellkulturen 
wurde gezeigt, dass selbst nach 35-70 Passagen keine Veränderungen der 
Wachstumsgeschwindigkeit zu beobachten waren. Ob Zellen von M. condylurus 
genetisch instabiler sind und daher leichter Mutationen akquirieren, veränderte 
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Telomeraseaktivitäten oder Zellzyklusregulationen aufweisen, oder ob 
somatische Stammzellpopulationen im Gewebe dieser Fledermäuse für die 
Entstehung der Zelllinien eine Rolle spielen [347, 351], muss in weiteren 
Studien untersucht werden. 
5.2.3 NPC1-Rezeptor in M. condylurus und anderen Spezies 
Kürzlich wurde gezeigt, dass NPC1-Sequenzvariationen in einigen Chiroptera-
Spezies zu einer reduzierten GP-NPC1-Interaktion führen, wodurch die 
zelluläre Suszeptibilität von Chiroptera für Filoviren, der filovirale 
Replikationszyklus und die Virulenz beeinflusst wird [180]. Dabei führt der 
Austausch einer einzelnen Aminosäure von Asparaginsäure zu Phenylalanin in 
der zentralen Region der Domäne C von NPC1 an Position 502 dazu, dass 
Zellen des Flughundes Eidolon helvum refraktär gegenüber Infektionen mit 
EBOV sind [180]. M. condylurus zeigt keine D502F-Sequenzvariation, so dass 
NPC1 von M. condylurus wie das humane NPC1-Protein mit dem Ebola-GP-
Protein interagieren sollte.  
Daher wurde die Arbeitshypothese aufgestellt, dass nicht nur NPC1-
Sequenzvariationen, sondern auch die exprimierte Menge an NPC1-Protein in 
den Endo- und Lysosomen die Suszeptibilität für EBOV-Infektionen durch 
unterschiedliche Effektivität des Entry-Prozesses beeinflusst. Das primäre Ziel 
bestand zunächst darin, die NPC1-Rezeptor-Expressionslevel in Fledermaus-
Primärzellkulturen zu untersuchen und später mögliche Einflüsse auf die EBOV-
Replikationskinetik zu evaluieren. Beim Vergleich verschiedener Zellen wurde 
deutlich, dass das NPC1-Rezeptor-Expressionsprofil in Zellen aus der 
potenziellen Reservoirspezies M. condylurus deutlich unterschiedlich zu 
Wirtsspezies wie dem Menschen war, bei denen schwere Krankheitsverläufe 
beobachtet werden. Die allermeisten Zellkulturen von M. condylurus wiesen 
geringere NPC1-Rezeptor-Expressionslevel als die untersuchten humanen 
Zellkulturen, die Affenzellkultur und die Zellkulturen von der europäischen 
Fledermaus N. noctula auf. Die auffallend geringen NPC1-Rezeptor-
Expressionslevel in den meisten Primärzellen von M. condylurus könnten das 
Ergebnis eines gegenseitigen Adaptationsprozesses von Ebolaviren und 
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M. condylurus darstellen. So könnte eine geringere Menge des zellulären 
Hauptrezeptors NPC1 Infektionen mit Replikation auf niedrigerem Niveau, 
möglicherweise ohne Zellzerstörungen und auch die Etablierung von 
persistenten Infektionen begünstigen. Ebenfalls wäre vorstellbar, dass das 
Expressionslevel von NPC1 in M. condylurus bereits ursprünglich niedrig war, 
so dass dadurch diese Fledermausspezies für Ebolaviren einen geeigneten 
Reservoirwirt darstellte. 
Beim Abgleich mit der Datenbank ProteomicsDB [65] kann darüber hinaus 
festgestellt werden, dass die Menge an exprimiertem NPC1 in HeLa- oder 
HEK293-Zellen niedriger als in 32 anderen humanen Zelllinien wie A549 oder 
Hep G2 ist (Anhang, Abbildung 23). Beim Vergleich der Rangfolge der  
NPC1-Rezeptor-Expressionslevel in humanen Geweben fallen einige 
offensichtliche Unterschiede zu den getesteten Zellen von M. condylurus auf: 
So werden gemäß unterschiedlicher Datenbanken [65, 68-70] die NPC1-
Rezeptor-Expressionslevel in humanem Hoden als hoch im Vergleich zu 
anderen humanen Geweben klassifiziert. Demgegenüber war das 
Expressionslevel in Hodenzellen von M. condylurus im Vergleich zu Zellen aus 
anderen getesteten Geweben gering. Umgekehrt sind die NPC1-Rezeptor-
Expressionslevel im humanen Gehirn sehr gering [65], während in Gehirnzellen 
von M. condylurus im Vergleich zu Zellen aus anderen Geweben dieser 
Fledermausspezies relativ hohe Expressionslevel detektiert werden können. 
Abweichende NPC1-Rezeptor-Expressionslevel in den Organen der möglichen 
Reservoirspezies M. condylurus im Vergleich zum Menschen könnten auch zu 
einem veränderten Organtropismus im natürlichen Wirt beitragen.       
Der Transport von Sterolen innerhalb von Zellen wird durch mehrere 
verschiedene Mechanismen realisiert, die simultan ablaufen: Dazu gehört der 
Transport über Vesikel, die Carrier-vermittelte Diffusion oder auch der direkte 
Kontakt zwischen zwei Membranen [352, 353]. Obwohl die Mechanismen des 
intrazellulären Cholesteroltransports in Chiroptera noch nicht erforscht sind, 
kann dennoch angenommen werden, dass die außerordentlich geringen  
NPC1-Rezeptor-Expressionslevel in vielen Zelltypen von M. condylurus 
ausreichend sind, um alle Funktionen des Cholesteroltransports zu 
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übernehmen, so dass die Fledermäuse keine Erkrankung wie die Niemann-
Pick-Krankheit entwickeln. Da NPC1 ein evolutionär hochkonserviertes Protein 
darstellt, welches sogar in primitiven Eukaryoten wie Grünalgen, Pilzen oder 
Insekten vorhanden ist [354, 355] (Anhang, Abbildung 11B), wäre es nicht 
plausibel, wenn sich ein alternatives Cholesteroltransportprotein in Chiroptera 
entwickelt hätte. 
5.3 Replikation von EBOV in Zellen von M. condylurus 
5.3.1 Korrelation zwischen NPC1-Rezeptor-Expressionslevel und 
EBOV-Replikationsrate 
Nur wenige Studien sind in der Literatur beschrieben, bei denen 
Infektionsversuche mit Filoviren und Primärzellen von Chiroptera durchgeführt 
wurden: Zu den wenigen Beispielen zählen Infektionsversuche mit 
Nierenprimärzellen von Artibeus jamaicensis [323]. Nach aktuellem 
Kenntnisstand gibt es darüber hinaus keine anderen Studien in der Literatur, in 
denen der Zusammenhang zwischen NPC1-Rezeptor-Expressionslevel und 
EBOV-Replikationsrate untersucht wurde. In Abbildung 27 wurden die 
Ergebnisse zur Charakterisierung der NPC1-Rezeptor-Expression (Tabelle 7) 
und die Virusreplikationsraten von EBOV (Tabelle 8) in 15 ausgewählten 
Zellkulturen gegenübergestellt. Besonders niedrige NPC1-Rezeptor-
Expressionslevel konnten für MoTra Prim, MoLu Prim, MoSp Prim Early und 
MoKi Prim-Zellen gemessen werden. Gleichzeitig zeigten diese vier 
Primärzellkulturen auch niedrige Virusreplikationsraten innerhalb der ersten  
96 h nach Infektion mit EBOV. Demgegenüber konnten besonders hohe  
NPC1-Rezeptor-Expressionslevel in HeLa-, HEK293- und Vero UNC-Zellen 
nachgewiesen werden und gleichzeitig wurden in diesen Zellen auch sehr hohe 
Virusreplikationsraten beobachtet. Die NPC1-Rezeptor-Expressionslevel sowie 
die Virusreplikationsraten in MoBra Prim- und MoTes Prim-Zellen wurden 
ebenfalls übereinstimmend als „mittel” klassifiziert. Die Kontrollzellen 
HEK293∆NPC1 waren wie erwartet refraktär gegenüber Infektionen mit EBOV, 
da ihnen der zelluläre Rezeptor NPC1 fehlt. Für die meisten untersuchten 
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Zellkulturen schien sich folglich eine gewisse Korrelation zwischen der Menge 




Abbildung 27: Gegenüberstellung von NPC1-Rezeptor-Expressionslevel und 
EBOV-Replikationsrate 
Basierend auf den Versuchsergebnissen zur Charakterisierung der NPC1-Rezeptor-
Expression (Tabelle 7) und der Virusreplikationsrate von EBOV (Tabelle 8) bei  
15 ausgewählten Zellkulturen. 
 
Beim Vergleich von primären Milzzellen in Passage 5 (MoSp Prim Early) mit 
niedriger NPC1-Rezeptor-Expression und Milzzellen in Passage 29 
(MoSp Prim Late) mit hoher NPC1-Rezeptor-Expression  
(Anhang, Abbildung 12) konnte diese Korrelation tendenziell bestätigt werden. 
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Die gemessene Menge ebolaviraler RNA korrelierte auch mit der Menge 
infektiöser Viruspartikel in den Zellkulturüberständen (Abbildung 15). Auffallend 
war, dass MoBra Prim-Zellen trotz hohen RNA-Titers nur einen geringen 
Virustiter auf dem Niveau von MoTra Prim-Zellen zeigten. Die Effizienz zur 
Bildung infektiöser Viruspartikel und damit verbunden vermutlich auch der Anteil 
an DI-Partikeln scheinen in den einzelnen Zellkulturen zusätzlich zu variieren. 
In einigen Zellkulturen konnten Abweichungen von der beobachteten 
Korrelation zwischen dem NPC1-Rezeptor-Expressionslevel und der EBOV-
Replikationsrate festgestellt werden. So zeigten MoSk Prim-Zellen trotz 
niedriger NPC1-Rezeptor-Expression Virusreplikationsraten auf mittlerem 
Niveau und NyKi Prim-Zellen umgekehrt mittlere Virusreplikationsraten trotz 
hoher NPC1-Rezeptor-Expressionslevel. Diese Ergebnisse verdeutlichen, das 
der NPC1-Rezeptor zwar eine wichtige Schlüsselkomponente, allerdings nicht 
der einzige Wirtszellfaktor ist, der den filoviralen Replikationszyklus beeinflusst. 
So sind zusätzlich zu NPC1 verschiedenste weitere Wirtszellfaktoren für das 
Attachment und den Entry-Prozess essentiell [30, 33-48]. Das erklärt auch, 
dass bestimmte Zelltypen wie humane B-, T, und NK-Zellen oder murine 
lymphoide Zelllinien refraktär sind [31, 326, 356], obwohl NPC1 in allen Zellen 
gebildet wird [31, 67]. Kürzlich wurde in einer Studie gezeigt, dass der filovirale 
Replikationszyklus nicht nur vom Vorhandensein der notwendigen 
Wirtszellfaktoren, sondern auch von zellulären Restriktionsfaktoren beeinflusst 
wird [66]. Trotz relativ hoher NPC1-Rezeptor-Expressionslevel in humanen 
T-Zellen [65], kommt es so zu abortiven Infektionen [66].  
In Abbildung 14 sind eine Stunde nach Infektion bei den verschiedenen 
Zellkulturen unterschiedliche Mengen viraler RNAs zu erkennen, obwohl alle 
Zellen nach der Infektion identisch gewaschen wurden. Dies könnte aufzeigen, 
dass EBOV an den unterschiedlichen Zelltypen unterschiedlich stark adhäriert, 
was ebenfalls einen gewissen Einfluss auf die Replikationskinetik haben 
könnte. Auch wenn eine Virusaufnahme in die Zellen stattfindet und eine 
Mindestmenge an NPC1-Rezeptor exprimiert wird, so dass die Viruspartikel 
auch in das Cytosol gelangen, könnten Unterschiede in der Effizienz der viralen 
Replikation, Transkription, Translation, Assemblierung und Freisetzung von 
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Nachkommenviren (Abbildung 2) zu unterschiedlichen Virusreplikationsraten 
führen. Da bei den getesteten Primärzellkulturen mit niedriger Passagenzahl 
teilweise ein Gemisch unterschiedlicher Zelltypen vorlag, könnte auch der Anteil 
der infizierten Zellen im Monolayer die Ergebnisse stark beeinflussen. So wären 
verschiedenste Szenarien denkbar, in denen beispielsweise nur wenige Zellen 
im Monolayer infiziert werden aber diese Zellen große Menge Virus freisetzen 
oder umgekehrt viele Zellen infiziert sind, in diesen Zellen aber nur eine mäßige 
Virusvermehrung stattfindet. Um den Einfluss des NPC1-Rezeptor-
Expressionslevels auf die Virusreplikationsrate weitergehend zu untersuchen, 
wären NPC1-Knock-down- oder -Knock-out-Experimente mit einzelnen 
Zellkulturen hilfreich.  
Ebenfalls unerwartet zeigten MoLi-Prim-Zellen keine signifikante 
Virusreplikation innerhalb der ersten 96 h nach Infektion mit EBOV und 
schienen refraktär zu sein, obwohl sie ein mittleres NPC1-Rezeptor-
Expressionslevel auf dem Niveau von MoKi-Zellen aufweisen. Möglicherweise 
ist der Entry-Prozess in MoLi Prim-Zellen beeinträchtigt, weil die notwendigen 
Faktoren für das Attachment nicht oder nur in geringer Menge exprimiert 
werden. Bisher wurden erst wenige Zelltypen beschrieben, die refraktär 
gegenüber EBOV-Infektionen sind. Fast alle humanen Zelltypen und eine 
Vielzahl anderer Mammalia-Zellen sind suszeptibel gegenüber Infektionen mit 
Filoviren. Zu den wenigen bekannten Zelltypen, die refraktär sind, gehören 
neben den o.g. Zellen lymphoiden Ursprungs, Zellen mit 
D502F-Polymorphismus, Zellen von Patienten mit der Niemann-Pick-Krankheit 
und Zellen von Moskitos. Durch EBOV-GFP-Infektionen von MoLi Prim-Zellen 
konnte gezeigt werden, dass diese Zellen nicht refraktär sind, aber die 
Virusreplikation nur in sehr wenigen Zellen stattfindet (Abbildung 20). Wie auch 
bei MoLu Prim-Zellen waren selbst 8 Tage nach Infektion nur sehr wenige 
infizierte Zellen auszumachen. Aus infizierten Einzelzellen entwickelten sich 
durch Infektion von benachbarten Zellen Cluster. Da sich aus sieben infizierten 
MoLi Prim-Einzelzellen sieben Zellcluster entwickelten, schien keine effiziente 
Neuinfektion von nicht benachbarten Zellen aus dem Zellkulturüberstand 
stattzufinden. Scheinbar ist auch die Freisetzung von Nachkommenviren aus 
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MoLi Prim-Zellen in den Zellkulturüberstand beeinträchtigt, so dass keine 
signifikanten Virusreplikation im Überstand gemessen werden konnte. Die 
Infektion der Nachbarzellen scheint durch direkte Zell-zu-Zell-Transmission 
stattzufinden, was bisher für Filoviren noch nicht beschrieben wurde. Dabei 
gelangen die Viruskomponenten über interzelluläre Poren in die benachbarten 
Zielzellen, was beispielsweise für die Ausbreitung von Masernviren in humanen 
Atemwegs-Primärzellkulturen beobachtet wurde [357]. Bei EBOV-Infektionen 
des Menschen kommt es u.a. zu einer massiven Virusreplikation in der Leber, 
welche ebenfalls zu der komplexen Pathogenese und schweren Symptomatik 
bei der Ebolaviruserkrankung beiträgt. Die geringen Virusreplikationsraten in 
primären Leberzellen aber auch zahlreichen anderen Primärzellen von 
M. condylurus wie Nieren-, Milz-, Lungen- und Tracheazellen, könnten auf eine 
niedrige Virusreplikationsrate in den zugehörigen Organen schließen lassen. 
Eine Hypothese, warum Reservoirwirte häufig asymptomatische Infektionen 
aufweisen, ist ein abweichender viraler Organtropismus im natürlichen 
Reservoir [195]. 
5.3.2 Veränderungen der EBOV-Replikationsrate in immortalisierten 
Zellen 
In einer Reihe von Studien wurde gezeigt, dass Filoviren in Zellkulturen von 
unterschiedlichsten Chiroptera-Spezies üblicherweise zu hohen Titern 
replizieren [323, 327]. Für die überwiegende Mehrzahl von Filovirus-
Infektionsexperimenten in Zellkultur wurden immortalisierte Zelllinien eingesetzt. 
Bei immortalisierten Zellen kann es zu starken Veränderungen des genetischen 
Hintergrunds und sogar zu einer Dedifferenzierung, also einem Verlust der 
Zelltyp-spezifischen Eigenschaften kommen [266]. In einer der wenigen 
Studien, in denen Primärzellen von Chiroptera zum Einsatz kamen, wurde 
gezeigt, dass MLAV genau wie EBOV und MARV einen breiten Zelltropismus 
besitzt [7]. In einer anderen Studie replizierte EBOV in primären Nierenzellen 
der Fruchtfledermaus Artibeus jamaicensis auf einem geringfügig niedrigerem 
Niveau als in immortalisierten Zelllinien aus den Flughunden  
Epomops buettikoferi, H. monstrosus, R. aegyptiacus [323]. Nach aktuellem 
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Kenntnisstand wurden in dieser Doktorarbeit erstmals Veränderungen der 
NPC1-Rezeptor-Expressionslevel und EBOV-Replikationsraten in Primärzellen 
und immortalisierten Zellen aus derselben Chiropteraspezies untersucht. 
In den SV40T-immortalisierten MoKi-Zellen wurden mittlere NPC1-Rezeptor-
Expressionslevel detektiert und dennoch hohe Virusreplikationsraten 
beobachtet. Die korrespondierenden Primärzellen MoKi Prim, aus denen die 
MoKi-Zelllinie entwickelt wurde, zeigten demgegenüber niedrige  
NPC1-Rezeptor-Expressionslevel und Virusreplikationsraten. So änderte sich 
die x-fachen Vermehrung der ebolaviralen RNA zwischen den Zeitpunkten 24 h 
und 96 h nach Infektion von 29 x in MoKi Prim zu 674 x in den immortalisierten 
MoKi-Zellen (Tabelle 8). Die bereits beschriebenen, möglicherweise 
abweichenden Eigenschaften von immortalisierten Zellen und ihren 
korrespondierenden Primärzellen sind in diesem Fall besonders drastisch.  
Die Suszeptibilität von immortalisierten Zellen lässt nicht notwendigerweise 
Rückschlüsse auf das Wirtsspektrum [329] oder den Organtropismus eines 
Virus zu. So repliziert EBOV in R06E, einer immortalisierten 
Fibroblastenzelllinie aus R. aegyptiacus sehr gut [328], wohingegen in vivo 
nach Inokulation keine signifikante Virusreplikation in diesen Flughunden zu 
beobachten ist [252, 253]. Die Ergebnisse zeigen erneut, dass die Verwendung 
von immortalisierten Zellen für die Untersuchung von Wirtsspektrum oder 
möglichem Organtropismus zu Fehlinterpretationen führen könnte und 
Primärzellen für diese Zwecke ein geeigneteres Modellsystem zu sein 
scheinen.  
5.3.3 Virusreplikation ohne Zellzerstörung in Primärzellen von 
M. condylurus 
In den humanen Vergleichszellen HEK293 und HeLa zeigte sich nach Infektion 
mit EBOV ein starker CPE und die Zellen verloren zwischen Tag 7 und 10 
vollständig die Adhärenz. Bei Vero UNC-Zellen war ein starkes Anschwellen der 
Zellen zu beobachten, was zuvor als Zellveränderung bei der Nekrose von 
Vero-Zellen beschrieben wurde [358]. Bei der Primärzellkultur NyKi Prim aus 
der europäischen Fledermaus N. noctula, die unmöglich ein natürliches 
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Reservoir von EBOV sein kann, zeigte sich ebenfalls weitreichende 
Zellzerstörung und z.T. große Plaques im Zellrasen. Auch R06E-Zellen aus 
dem Flughund R. aegyptiacus, welcher bereits als Reservoir für EBOV 
ausgeschlossen wurde, zeigten nach Infektion einen starken CPE [328]. 
Plaques und Zellzerstörung waren bei unseren Zellkulturen von M. condylurus 
nur bei den spontan immortalisierten MoSp Prim Late- und bei MoBra Prim-
Zellen zu beobachten, wobei bei letzteren auch 16 Tage nach Infektion noch 
80 % des Zellrasens intakt war (Abbildung 16). Die übrigen sieben von acht 
infizierten Primärzellkulturen von M. condylurus zeigten keinen (MoTra Prim 
und MoKi Prim) oder nur geringen CPE, wobei in fünf Primärzellkulturen ein im 
Vergleich zu den nicht-infizierten Zellen verstärktes Zellwachstum (MoLu Prim, 
MoTes Prim, MoLi Prim, MoSp Prim Early und MoSk Prim) beobachtet wurde. 
Weitere hypothetisierte Charakteristika von Reservoirwirt-Virus-Beziehungen 
sind, dass das Virus zytopathisch im nicht-natürlichen Wirt aber nicht in seinem 
Reservoir ist [195]. Die Virusinfektion wird vom Reservoirwirt auch bei hohen 
Virustitern besser toleriert. „Toleranz” bedeutet in diesem Zusammenhang, dass 
trotz Virusreplikation Gesundheit und Fitness erhalten bleiben [159, 160]. 
Beide Charakteristika scheinen nur auf Primärzellen von M. condylurus 
zuzutreffen: Zellschädigungen und -zerstörungen waren, außer für MoBra Prim 
in geringem Ausmaß, bei keiner anderen der infizierten Primärzellkulturen 
mikroskopisch zu beobachten. Trotz z.T. höherer RNA-Titer 96 h nach Infektion 
(MoSk Prim, MoTes Prim) (Abbildung 14), waren die Zellen vital und konnten 
z.T. mehrfach passagiert werden. MoLu Prim_EBOV-Zellen tolerierten selbst 
über 150 Tage nach initialer Infektion kontinuierlich EBOV in den Zellen 
(Abbildung 21) und im Überstand (Abbildung 15), ohne dass Zellschädigungen 
erkennbar waren. Nach aktuellem Kenntnisstand wurde die Toleranz von EBOV 
in Primärzellen von Chiroptera bisher nicht in der Literatur beschrieben. 
Niedrige Virusreplikationsraten und Toleranz in den zugehörigen Organen  
in vivo könnten den bei Reservoirwirten häufig beobachteten asymptomatischen 
Infektionen zu Grunde liegen. 
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5.3.4 Stark erhöhte NPC1-Rezeptor-Expressionslevel nach Infektion 
mit Filoviren 
An Tag 22 nach Infektion mit EBOV und MARV konnten stark erhöhte  
NPC1-Rezeptor-Expressionslevel in allen untersuchten MoLu Prim-,  
MoBra Prim und MoKi-Zellen festgestellt werden (Abbildung 17). Keine 
Unterschiede machte es, wie hoch die Grundexpression in den jeweiligen 
Zellen vor Infektion war. EBOV und MARV scheinen im Infektionsverlauf die 
Expression ihres eigenen Hauptrezeptors NPC1 noch oben zu regulieren, was 
bisher nicht in der Literatur beschrieben wurde. Da nur ein kleiner Anteil der 
Zellen in MoLu Prim-Zellkulturen mit EBOV infiziert wird (Abbildung 20), der 
Effekt der erhöhten NPC1-Rezeptor-Expressionslevel jedoch in allen 
untersuchten Zellen erkennbar war, wurde die Hypothese aufgestellt, dass ein 
löslicher Faktor von den infizierten Zellen in den Zellkulturüberstand abgegeben 
wurde und so die Veränderungen der Expressionslevel auch in nicht-infizierten 
Zellen hervorruft. Zur Überprüfung der Hypothese sollten in zukünftigen 
Experimenten weitere Anstrengungen unternommen werden, Cofärbungen von 
NPC1 und EBOV bzw. MARV zu realisieren. Um weiter zu untersuchen, ob ein 
löslicher Faktor für den beobachteten Effekt verantwortlich ist, könnte 
Zellkulturüberstand von infizierten Zellen inaktiviert und auf nicht-infizierte 
Zellen übertragen werden. Dadurch könnte gezeigt werden, dass eine lösliche 
Komponente im Überstand für die erhöhten NPC1-Rezeptor-Expressionslevel 
verantwortlich ist. 
Möglicherweise führt die beobachtete Erhöhung der NPC1-Rezeptor-
Expressionslevel auch dazu, dass der Virustiter im Zellkulturüberstand von 
MoLu Prim_EBOV-Zellen höher als in MoLu Prim-Zellen war (Abbildung 15). Im 
vorliegenden Experiment wurde allerdings nicht die zeitliche Komponente 
untersucht. Zukünftige Untersuchungen sollten daher außerdem der Frage 
nachgehen, wie schnell nach initialer Infektion diese Effekte zu beobachten 
sind. Der in 5.3.1 beschriebene potenzielle Zusammenhang zwischen  
NPC1-Rezeptor-Expressionslevel und Virusreplikationsrate könnte daher 
insbesondere zu Beginn der Infektion von Bedeutung sein. Später im 
Infektionsverlauf könnten sich die beschriebenen Effekte und Unterschiede 
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zwischen den Zellkulturen durch das Hochregulieren von NPC1 relativieren und 
andere Effekte dazu beitragen, wie effizient das Virus in den unterschiedlichen 
Zellen repliziert. 
5.4 Toleranz und Persistenz von EBOV in Zellen von  
M. condylurus 
Ungewöhnlich für RNA-Viren mit einer fehleranfälligen RNA-Polymerase, weist 
das Genom von EBOV seit der Entdeckung des Virus vor 44 Jahren eine 
bemerkenswerte Stabilität auf [359]. Dies impliziert, dass EBOV einen hohen 
Grad der Adaptation im Reservoirwirt erreicht zu haben scheint. Eine 
Hypothese ist, dass zusätzliche Wirtsfaktoren für die Limitierung der 
Pathogenität im Reservoir verantwortlich sein könnten [359]. Diese Faktoren 
würden dann die Balance zwischen Immunität und Virusreplikation ermöglichen, 
damit das Virus sich einerseits ausbreiten und andererseits im Reservoirwirt 
persistieren kann. Gerade in Fledermauskolonien mit hohen Populationsdichten 
sind persistente Virusinfektionen eine wichtige Strategie, um einen Verlust des 
Virus aus der Population durch zunehmende protektive Immunität zu verhindern 
[74]. 
Um die intrinsische Fähigkeit der Viruspersistenz in der potenziellen 
Reservoirspezies zu untersuchen, wurden Primärzellen von M. condylurus nach 
EBOV-Infektion einer Langzeitkultivierung unterzogen. Die Zellen tolerierten die 
EBOV-Infektion weit länger als alle getesteten humanen oder 
Affenkontrollzellen (Abschnitt 4.3.2). In Primärzellen aus Gehirn und Hoden, 
welche zu den immunpriviligierten Organen zählen, in denen das Virus beim 
Menschen zu persistieren vermag, konnte keine dauerhafte EBOV-Persistenz 
beobachtet werden. Allerdings können die Besonderheiten von 
immunprivilegierten Organen wie die physiologischen Barrieren (Blut-Hirn- und 
Blut-Hoden-Schranke) oder die Unterdrückung von proinflammatorischen 
Immunantworten nicht in Zellkultur simuliert werden, so dass die Bedeutung 
dieser Organe für die Viruspersistenz im Reservoirwirt schwer abzuschätzen ist. 
Demgegenüber wurden infizierte MoLu Prim-Zellen bis Tag 150 wöchentlich 
passagiert und erreichten stets 100%ige Konfluenz. Virus und Wirtszellen 
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schienen in einem Gleichgewicht zu sein, so dass Virusreplikation und hoher 
Virustiter dauerhaft toleriert wurden (Abbildung 15; Abbildung 19), ohne dass 
Zellwachstum und –viabilität beeinträchtigt oder Zellschädigungen erkennbar 
waren (Abbildung 21). Alle getesteten Primärzellen von M. condylurus wiesen 
Charakteristika auf, die eine gewisse Toleranz von EBOV und die Etablierung 
einer persistenten Infektion begünstigten. Aber nur in Lungenprimärzellen 
schien es zu einer dauerhaften Persistenz von EBOV gekommen zu sein. 
Obwohl bereits an Tag 22 nach initialer Infektion stark erhöhte NPC1-Rezeptor-
Expressionslevel in MoLu Prim-Zellen festgestellt wurden (Abbildung 17), 
schien dies nicht zur Infektion der Mehrzahl der Zellen im Monolayer zu führen 
(Abbildung 20; Abbildung 21; Anhang, Abbildung 16). Durch Infektionen mit 
EBOV-GFP konnte beobachtet werden, dass sich aus wenigen infizierten 
Einzelzellen Cluster von infizierten Zellen entwickelten. Wie auch für MoLi Prim-
Zellen beobachtet, scheint überwiegend eine Infektion von Nachbarzellen im 
Monolayer durch direkte Zell-zu-Zell-Transmission zu erfolgen. Obwohl relativ 
viel infektiöses Virus in den Zellkulturüberstand gelangt, scheint keine effiziente 
Neuinfektion von nicht benachbarten Zellen stattzufinden. Möglicherweise sind 
bestimmte am Entry-Prozess beteiligte Faktoren nicht oder nur wenig 
vorhanden, so dass nur wenige Zellen im Monolayer infiziert werden. Die 
übrigen Schritte des filoviralen Replikationszyklus scheinen nach erfolgtem 
Eintritt in die Wirtszelle vollumfänglich abzulaufen. Ein relativ hoher Virustiter 
von 6 x 105 TCID50/ml an Tag 150 nach initialer Infektion im 
Zellkulturüberstand, scheint für eine starke Virusreplikation in den wenigen 
infizierten Zellen im Monolayer zu sprechen, wozu die erhöhten  
NPC1-Rezeptor-Expressionslevel beitragen könnten.  
Ein hoher Virustiter lässt nicht direkt Rückschlüsse auf die Permissivität einer 
Zellkultur zu: Obwohl für MoLu Prim_EBOV relativ hohe Virustiter im 
Zellkulturüberstand gemessen wurden, waren die meisten Zellen im Monolayer 
nur wenig permissiv. Starke Virusreplikation führt häufig zu einer direkten 
Zellzerstörung, weshalb für die Etablierung von persistenten Infektionen die 
Virusreplikation zumindest in einigen Zellen heruntergefahren werden muss 
[74]. Auch die langsame Ausbreitung von Zelle zu Zelle wird als möglicher 
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Persistenzmechanismus beschrieben [74]. Der genaue Mechanismus der 
Viruspersistenz in vitro und in vivo kann auf Basis der Daten nicht abgeleitet 
werden. Ein möglicher Schlüssel zur Toleranz und Persistenz von EBOV in vivo 
könnte darin liegen, dass zumindest zeitweise eine effektive Virusreplikation 
möglich ist, aber ein Großteil der Zellen im Organ, wie auch in der Zellkultur 
in vitro, uninfiziert bleiben und das Virus sich nur sehr langsam von Zelle zu 
Zelle ausbreitet. Die uninfizierten Zellen erfüllen weiter ihre spezifischen 
Funktionen, was zu einer möglichen asymptomatischen Infektion im 
Reservoirwirt beitragen könnte. Welche Mechanismen in vivo eine Rolle 
spielen, damit das Virus toleriert und nicht durch Antikörper- und T-Zell-
Antworten eliminiert wird, könnte in Zukunft mit experimentellen Infektionen von 
M. condylurus untersucht werden. 
Bei der Persistenz von EBOV in MoLu Prim-Zellen scheint es sich nicht um ein 
zufälliges Ereignis zu handeln, da auch EBOV-GFP in einem unabhängigen 
Experiment eine dauerhaft persistierende Infektion in diesen Zellen entwickelte. 
Die verstärkte Bildung von DI-Partikeln kann durch Kompetition um zelluläre 
und virale Genprodukte zum Dämpfen der Virusreplikation und so auch zur 
Etablierung von persistierenden Infektionen beitragen [75, 96-100]. So wurden 
in einer Studie infolge von zehn Passagen von unverdünntem EBOV mit hoher 
MOI (> 1) DI-Partikel generiert, die eine persistente Infektion von Vero-Zellen 
ermöglichten [101]. MoLu Prim-Zellen wurden hingegen mit niedriger 
Virusmenge infiziert und die Menge an infektiösem Virus nahm sogar über die 
Zeit zu (Abbildung 15). Die Etablierung der Persistenz in Lungenprimärzellen 
von M. condylurus wurde nicht durch eine Erhöhung des Anteils an DI-Partikeln 
erzwungen (Abbildung 15), sondern scheint durch die spezifischen 
Charakteristika der Zellen ermöglicht zu werden. Auch die beschriebene 
Selektion von Virusvarianten aus der Quasispezies mit reduzierter 
Cytopathogenität als Persistenzmechanismus [74, 75, 92-95], scheint hier keine 
Rolle zu spielen, da MoLu Prim-Zellen in verschiedenen Experimenten direkt 
nach Infektion EBOV tolerierten. Nach Übertragung des Überstandes von 
MoLu Prim_EBOV (150 Tage nach initialer Infektion) auf MoKi-Zellen waren 
keine Unterschiede zum ursprünglichen EBOV-Virusstock erkennbar. Es 
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könnten abschließend Sequenzanalysen des Virus im Überstand von persistent 
infizierten MoLu-Prim_EBOV-Zellen und ein Vergleich der Cytopathogenität auf 
Vero-Zellen durchgeführt werden, um mögliche Selektionsprozesse zu 
untersuchen. 
Nach einer akuten Infektion kann das Respiratorische Syncytial-Virus (RSV) 
über Monate in den Lungen und Atemwegen von Menschen persistieren, wobei 
die Mechanismen der Persistenz im Detail noch nicht verstanden sind [102]. Die 
RNA von neu beschriebenen Filoviren in China wurde überwiegend aus den 
Lungen von Flughunden der Gattung Rousettus und Eonycteris isoliert [360, 
361]. Dass BOMV-RNA wiederholt in Lungen von M. condylurus detektiert 
wurde [263, 264] und EBOV wiederholt persistierende Infektionen in 
Lungenprimärzellen etablierte, könnte einen Hinweis darauf darstellen, dass 
Ebolaviren tatsächlich in den Lungen dieser Fledermausart persistieren können. 
Der Nachweis von EBOV in den Lungen von M. condylurus nach 
experimenteller Infektion [191] impliziert, dass es in den beengten Verhältnissen 
der Fledermausquartiere auch zu einer respiratorischen Ausbreitung des Virus 
kommen könnte. 
Der Nachweis der EBOV-Persistenz in Primärzellen von M. condylurus könnte 
die intrinsische Fähigkeit widerspiegeln, dass Ebolaviren auch in vivo in dieser 
Fledermausart und in der Population persistieren können, was das essentielle 
Kriterium bei der Identifizierung eines natürlichen Reservoirs darstellt  
[183, 197]. Die Schwierigkeit infektiöses Nipahvirus aus gefangenen oder 
experimentell infizierten Flughunden zu isolieren, könnte darin begründet 
liegen, dass das Virus an unbekannten Orten im Tier persistiert und die 
Virusausscheidung nur zeitweilig erfolgt [362]. Auch für MARV wird eine 
Viruspersistenz in bestimmten Organen von R. aegyptiacus angenommen  
[199, 200]. Eine mögliche Persistenz von Ebolaviren in den Lungen von  
M. condylurus, mit Phasen ohne Virusausscheidung, könnte mit dafür 
mitverantwortlich sein, dass bisher noch kein infektiöses Virus in diesen 
Fledermäusen nachgewiesen wurde, Spillover-Ereignisse auf den Menschen 
sporadisch und selten auftreten und das natürliche Reservoir noch nicht 
eindeutig identifiziert werden konnte. 
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5.5 Einfluss hoher und niedriger Temperaturen auf Wirtszellen 
und Virusreplikation 
5.5.1 Temperaturtoleranz von M. condylurus-Zellen 
Die in Abschnitt 1.3.3 beschriebene besondere Thermoregulation von 
M. condylurus führt zu einer hohen Toleranz dieser Fledermausspezies 
gegenüber hohen und niedrigen Temperaturen. Diese Temperaturtoleranz 
konnte auch auf Zellkulturebene bestätigt werden. Ausschließlich Zellen von 
M. condylurus tolerierten alle getesteten Wachstumstemperaturen von 27°C bis 
42°C, verloren nicht die Adhärenz und zeigten hohe Viabilitätswerte, während 
sich die humanen und Affenzellen größtenteils von der Zellkulturoberfläche 
ablösten. Die Zellzahl- und Viabilitätsbestimmung von HEK293-Zellen in 
Suspension zeigte zwar, dass die Zellen am Ende der Messung noch vital 
waren und sich vermehrten. Allerdings wird bei vielen adhärenten Zellen, wie 
auch bei HEK293-Zellen, bei einer Ablösung von der Oberfläche und Verlust 
der Zell-Matrix-Interaktion die Apoptose ausgelöst, was auch als Anoikis 
bezeichnet wird [363-366]. Daher kann ein zeitnahes Absterben der HEK293-
Zellen in Suspension angenommen werden. Vero UNC-Zellen blieben zwar bei 
27°C adhärent, jedoch entwickelten sich vielkernige Syncytien, so dass nicht 
von einer Temperaturtoleranz dieser Zellen ausgegangen werden kann. Alle 
getesteten Primärzellkulturen von M. condylurus zeigten demgegenüber bei 
27°C keinerlei morphologische Veränderungen; bei höheren 
Wachstumstemperaturen von 42°C waren Zellvergrößerungen erkennbar. 
Dennoch blieben die Zellen adhärent und vital.  
Die Temperaturschwankungen treten in vivo während des Torpors oder in 
Hitzeperioden eher über den Zeitraum von einigen Stunden auf. Es gibt nur 
wenige Studien, bei denen Chiroptera-Zellen bei höheren Temperaturen als 
37°C untersucht wurden. Bei der Zelllinie HypNi/1.1 aus dem Flughund 
H. monstrosus sinkt der Anteil an lebenden Zellen nach 72 h in Kultur bei 41°C 
auf unter 20 %, während die Zelllinie REO5 aus R. aegyptiacus diese 
Temperatur auch über 96 h gut toleriert [323]. Untersuchungen des Einflusses 
niedriger Inkubationstemperaturen auf Chiroptera-Zellen und  
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EBOV-Replikationskinetik wurden bisher nicht beschrieben. In den 
Zellkulturexperimenten im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte gezeigt werden, 
dass die ausgesprochene Toleranz gegenüber Temperaturschwankungen  
in vivo auch auf Zellkulturen von M. condylurus zutrifft und selbst viele Tage bei 
höheren oder niedrigen Inkubationstemperaturen toleriert werden. MoLu Prim- 
und MoBra Prim-Zellen tolerierten 21 Tage Inkubation bei 27°C (Abbildung 26) 
oder 42°C (Anhang, Abbildung 21) ohne Verlust der Adhärenz und konnten im 
Anschluss weiter passagiert werden. 
In einer für 147 Tage an 27°C adaptierten MoKi-Zellkultur (MoKi_LT) wurde der 
Einfluss einer niedrigen Temperatur auf das NPC1-Rezeptor-Expressionslevel 
untersucht. Bei niedrigeren Temperaturen wird die Menge an Cholesterol in der 
Plasmamembran bei vielen Tieren gesenkt [367], um eine ausreichende 
Fluidität für die Zellfunktionen zu gewährleisten [368, 369]. Der intrazelluläre 
Transport von Cholesterol zwischen Plasmamembran, Endoplasmatischem 
Retikulum (ER), Golgi Apparat und anderen Organellen ist komplex und erfolgt 
über carriervermittelte Diffusion, Transportvesikel oder direkten 
Membrankontakt [352]. Cholesterol aus der Plasmamembran kann internalisiert 
und durch Endocytose in Endosomen gelangen [370]. Der Efflux von 
Cholesterol aus den späten Endosomen und Lysosomen, an dem NPC1 
beteiligt ist, kann zum ER oder zur Plasmamembran erfolgen [353]. Das 
erhöhte NPC1-Rezeptor-Expressionslevel insbesondere in Zellkernnähe in 
MoKi_LT-Zellen (Abbildung 24) könnte auf verstärkten Cholesteroltransport 
zurück zum ER über den endo-lysosomalen Weg bei niedrigen Temperaturen 
hinweisen. Die Zellen zeigten im Vergleich zu MoKi-Zellen 96 h nach Infektion 
mit EBOV leicht erhöhte Virusreplikationsraten (Anhang, Abbildung 20). Da die 
Virusreplikation bei 27°C generell auf niedrigem Niveau erfolgte, war vermutlich 
die detektierbare Steigerung der Virusreplikationsrate kleiner als erwartet. Wie 
zeitnah veränderte NPC1-Rezeptor-Expressionslevel in Adaptation an 
veränderte Temperaturen auftreten und möglicherweise auch die 
Virusreplikation beeinflussen, wäre ein interessanter Aspekt zukünftiger 
Untersuchungen. 
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5.5.2 Replikation von EBOV bei 42°C 
HEK293-Zellen zeigten bei 42°C eine signifikant geringere 
EBOV-Replikationsrate als bei 37°C, während bei allen getesteten Zellen von 
M. condylurus nur ein geringer oder, im Falle von MoLu Prim-Zellen, kein Abfall 
der Replikationsrate zu beobachten war (Abbildung 25). Vergleichbare 
Beobachtungen konnten bei den Chiroptera-Zelllinien RE06 aus R. aegyptiacus 
und HypNi/1.1 aus H. monstrosus gemacht werden: Nach Infektion mit EBOV 
und Inkubation bei 37°C oder 41°C waren nur geringe Unterschiede in der 
Virusreplikationsrate zu beobachten [323]. In einer weiteren Studie mit dem 
Humanen Adenovirus Serotyp 5 konnte nach Infektion von verschiedensten 
humanen Zellkulturen bereits bei einer erhöhten Temperatur von 39,5°C eine 
deutlich reduzierte Virusreplikation gezeigt werden [371]. Die unterschiedliche 
Toleranz der humanen Zelllinie und der Zellkulturen von M. condylurus 
gegenüber erhöhten Temperaturen liefert eine Erklärung für diese 
Beobachtungen. Denn nach 96 h war bereits ein beträchtlicher Anteil der 
HEK293-Zellen nicht mehr adhärent und es ist zu vermuten, dass die für die 
Virusreplikation notwendigen zellulären Komponenten nur noch bedingt zur 
Verfügung standen.  
Darüber hinaus ist jedoch auch die Toleranz von EBOV gegenüber höheren 
Temperaturen auffällig. Für aviäre Influenzaviren, welche als Geflügelviren 
sogar an höhere Körpertemperaturen adaptiert sind, konnten bereits bei 
Temperaturen oberhalb von 38°C Hitzeinaktivierungen der viralen 
RNA-Polymerase festgestellt werden [372]. Die RNA-Polymerase von EBOV 
und die anderen Komponenten des Virus scheinen dahingegen ebenfalls 
erhöhte Temperaturen zu tolerieren. Demgegenüber replizierte MARV bei 42°C 
signifikant schlechter in MoKi-Zellen als EBOV, so dass eine geringere Toleranz 
von MARV gegenüber höheren Temperaturen in MoKi-Zellen angenommen 
werden kann. 
Wenn M. condylurus ein natürliches Reservoir von EBOV darstellen sollte, wäre 
das Virus in dieser Fledermaus in den z.T. sehr heißen Quartieren und während 
des Fluges immer wieder hohen Körpertemperaturen ausgesetzt. Da 
Reservoirwirt und Virus koevolvieren, könnte die Toleranz gegenüber höheren 
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Temperaturen bei allen untersuchten Zellkulturen von M. condylurus und die 
Temperaturtoleranz von EBOV, aber nicht von MARV, einen weiteren Hinweis 
für das natürliche Reservoir darstellen. 
5.5.3 Replikation von EBOV bei 27°C 
Die Bedeutung von Torpor für die Infektionsdynamik von Pathogenen ist bisher 
weitestgehend unbekannt [373]. Bei niedrigen Körpertemperaturen während 
des Torpors oder der Hibernation wurden in Chiroptera niedrige 
Virusreplikationsraten beim Japanischen-Enzephalitis-Virus (JEV) und 
Rabiesvirus (RABV) detektiert [174, 374, 375]. Bei aviären Influenzaviren 
konnte bei Temperaturen unterhalb von 34°C eine signifikante Hemmung der 
Virusvermehrung in Hühnerfibroblasten festgestellt werden [372]. Der Einfluss 
von niedrigen Temperaturen auf die Virusreplikation von Filoviren wurde bisher 
nicht beschrieben. Sowohl für EBOV als auch für MARV war für alle 
untersuchten Zellkulturen bei 27°C eine deutlich geringere Replikationsrate als 
bei 37°C zu beobachten (Abbildung 25). Für Fledermäuse der Art M. condylurus 
werden tägliche Phasen von Torpor beschrieben, in denen sich die 
Körpertemperatur entsprechend der Umgebungstemperatur verändert [172]. 
Die untersuchte potenzielle Körpertemperatur von 27°C wäre bei einer 
Umgebungstemperatur zwischen 20-25°C zu erwarten (Abbildung 5). Sollte es 
sich bei M. condylurus tatsächlich um ein Reservoir von Ebolaviren handeln, 
würde bei einer Körpertemperatur von 27°C oder niedriger die Virusreplikation 
in den Tieren voraussichtlich nur noch stark reduziert ablaufen. 
Der Q10-Wert ist ein Temperaturfaktor, der die Änderung der Stoffwechselrate 
bei einer Temperaturerhöhung um 10°C beschreibt. Die Stoffwechselraten der 
meisten Tiere mit veränderlicher Körpertemperatur nehmen bei jeder Erhöhung 
der Umgebungstemperatur um 10°C um das 2 bis 3-fache zu [376]. Die 
Absenkung der Körpertemperatur um 10°C von 37°C auf 27°C führt 
voraussichtlich zu deutlich reduzierten Stoffwechselraten in M. condylurus, was 
darüber hinaus auch einen großen Einfluss auf die Funktion des Immunsystems 
haben könnte [377]. Niedrigere Körpertemperaturen und Stoffwechselraten 
Diskussion 
Seite | 117  
 
könnten Immunantworten unterdrücken, so dass die Viruseleminierung aus 
Chiroptera verzögert wird [147, 156]. 
5.5.4 Wechselnde Körpertemperatur als potenzieller Schlüsselfaktor 
für Toleranz gegenüber Ebolaviren 
Für die beiden Fledermausarten Tadarida brasiliensis und Myotis lucifugus war 
nach Inokulation von Rabiesvirus (RABV) bei niedrigen Temperaturen zunächst 
wenig oder keine Virusreplikation detektierbar. Bei einem Transfer der Tiere zu 
wärmeren Temperaturen, begann das Virus erneut stärker zu replizieren [375]. 
Um zu untersuchen, ob EBOV längere Zeit bei niedrigen Temperaturen 
überdauern kann und ob temperaturabhängige Reaktivierungen mit hohen 
Virusreplikationsraten zu beobachten sind, wurden von uns Versuche mit 
wechselnden Inkubationstemperaturen durchgeführt. Bei einem 
Temperaturwechsel von 27°C auf 37°C an Tag 7 nach Infektion konnte bei allen 
untersuchten Zellkulturen von M. condylurus eine temperaturabhängige 
Reaktivierung mit deutlicher Erhöhung der Virusreplikationsrate beobachtet 
werden (Abbildung 26; Tabelle 9). Die besondere biologische Eigenschaft der 
Heterothermie mit schwankenden Körpertemperaturen bei M. condylurus 
könnte dazu führen, dass die Virusreplikationsfähigkeit temporär stark 
eingeschränkt wird. Niedrige Virusreplikationsraten während des Torpors 
könnten einen Mechanismus darstellen, wie Infektionserreger in ihrem Wirt 
„überwintern” [373]. Da bei M. condylurus sogar Körpertemperaturen von 12°C 
gemessen werden konnten [172], ist davon auszugehen, dass zu bestimmten 
Jahreszeiten während des Torpors kaum noch Virusreplikation stattfinden kann. 
Demgegenüber, obwohl in vitro nicht zu beobachten, könnten in vivo die 
fieberähnlichen Temperaturen im Flug und in den heißen Fledermausquartieren 
[175] durch Steigerung der Stoffwechselraten und Aktivierung verschiedener 
Komponenten des Immunsystems [176] ebenfalls zur Kontrolle der 
Virusvermehrung beitragen. So könnte die wechselnde Körpertemperatur einen 
möglichen Schlüsselfaktor für die Toleranz von M. condylurus gegenüber 
Ebolaviren darstellen und auch bei der Etablierung der Viruspersistenz in den 
Tieren eine Rolle spielen, indem in vivo eine überschießende Virusreplikation 
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verhindert und so die Balance zwischen Virusvermehrung und Fitness des 
Reservoirwirtes gewährleistet wird.  
EBOV-infizierte Zellkulturen von M. condylurus waren selbst nach fünfmaligem 
Wechsel der Inkubationstemperatur vital und konnten im Anschluss weiter 
passagiert werden (Anhang, Abbildung 22). Die humanen Vergleichszellen 
(HEK293) lösten sich beim Temperaturwechsel vollständig von der 
Zellkulturoberfläche ab. Aber auch MARV-infizierte Zellkulturen von  
M. condylurus tolerierten Temperaturwechsel schlechter als EBOV-infizierte 
Zellen und verloren die Adhärenz. Im Gegensatz zur EBOV-Infektion scheint die 
MARV-Infektion die Zellen zu beeinträchtigen, was einen weiteren Hinweis 
dafür darstellen könnte, dass EBOV, aber nicht MARV, und Zellen des 
möglichen Reservoirwirtes M. condylurus aneinander adaptiert zu sein 
scheinen. 
Diskussion 
Seite | 119  
 
5.6 Relevanz der Ergebnisse 
Das Vorkommen von M. condylurus in Subsahara-Afrika überlappt mit den 
meisten Gebieten, in denen bisher Ebola-Ausbrüchen stattfanden: Sowohl in 
Guinea, Sierra Leone und Liberia [140, 250], wo es zum bisher größten  
Ebola-Ausbruch gekommen ist, als auch in den Provinzen Nord-Kivu, Ituri und 
Sud-Kivu im Osten der Demokratischen Republik Kongo [378], wo es zum 
bisher zweitgrößten Ebola-Ausbruch gekommen ist, wird das Vorkommen von 
M. condylurus beschrieben. Die instabile politische Situation und dadurch 
möglicherweise eingeschränkte zoologische Forschung und 
Speziesdokumentation in einigen Ländern Zentralafrikas wie in der 
Demokratischen Republik Kongo oder Gabun, könnte dazu beitragen, dass 
M. condylurus bisher noch nicht in allen Ebola-Ausbruchsgebieten beschrieben 
wurde. Auch für das im Rahmen dieser Doktorarbeit ausgewählte Fanggebiet 
im Süden der Elfenbeinküste war das Vorkommen von M. condylurus zuvor 
nicht beschrieben (Abbildung 4). Darüberhinaus besteht theoretisch die 
Möglichkeit, dass eine nah verwandte, insektivore Fledermausspezies in den 
Gebieten, in denen M. condylurus nicht vorkommt, als Reservoirspezies 
fungiert. 
Das dicht gedrängte Zusammenleben von teilweise tausenden Tieren in den 
Fledermausquartieren liefert optimale Bedingungen für Virustransmission und 
und -zirkulation [147]. Das Vorkommen in anthropogenen Strukturen wie 
Hausdächern könnte enge Kontakte mit Menschen und mögliche  
Spillover-Ereignissen beeinflussen. Der Nachweis von EBOV-spezifischen 
Antikörpern [255], Virusreplikation ohne Krankheitssymptome nach 
experimenteller Infektion [191] und epidemiologische Anhaltspunkte [250] 
stellten erste Hinweise dar, dass diese Fledermausspezies ein potenzielles 
Reservoir für Ebolaviren darstellen könnte. Nach Beginn dieser Doktorarbeit 
wurde desweiteren BOMV entdeckt und M. condylurus als Wirt identifiziert. 
Unklar ist weiterhin, ob M. condylurus auch das natürliche Reservoir für BOMV 
und andere Ebolaviren darstellt. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden weitere 
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molekulare und zellbiologische Hinweise gewonnen, die M. condylurus als 
natürliches Reservoir für Ebolaviren wahrscheinlicher erscheinen lassen.   
So wiesen die allermeisten Primärzellkulturen von M. condylurus deutlich 
geringere NPC1-Rezeptor-Expressionslevel als verschiedenste Kontrollzellen 
auf, was das Ergebnis eines gegenseitigen Adaptationsprozesses von 
Ebolaviren und M. condylurus darstellen könnte. Nach Infektion zeigten sich in 
zahlreichen Primärzellen von Niere, Milz, Lunge und Trachea niedrigere 
Virusreplikationsraten, die mit den niedrigen NPC1-Rezeptor-Expressionsleveln 
korrelierten. Möglicherweise führt dies auch in vivo zu einer Virusreplikation auf 
niedrigerem Niveau in den zugehörigen Organen und einem abweichenden 
viralen Organtropismus im natürlichen Reservoir. Alle getesteten Primärzellen 
von M. condylurus zeigten darüber hinaus eine hohe Toleranz gegenüber 
EBOV im Vergleich zu Kontrollzellen, und die dauerhafte Persistenz in 
Lungenprimärzellen könnte die intrinsische Fähigkeit widerspiegeln, dass 
Ebolaviren auch in vivo in dieser Fledermausart persistieren. Die wiederholte 
Detektion von BOMV-RNA in Lungen von M. condylurus [263, 264] und die 
dauerhafte Persistenz in Lungenprimärzellen, könnten auf die zentrale 
Bedeutung dieses Organs im natürlichen Reservoir als Persistenzort hinweisen, 
so dass auch eine mögliche respiratorische Ausbreitung in der dicht gedrängten 
Reservoirpopulation nicht ausgeschlossen ist. Dass ein Großteil der 
Lungenprimärzellen im Monolayer uninfiziert bleiben und sich EBOV nur sehr 
langsam von Zelle zu Zelle ausbreitet, könnte einen Mechanismus aufzeigen, 
wie es in vivo zur Toleranz und zu asymptomatischen Infektionen kommen 
könnte. Die schwankenden Körpertemperaturen bei M. condylurus könnten 
einen weiteren Schlüsselfaktor für die Toleranz von Ebolaviren in vivo darstellen 
und darüber hinaus an der Balance zwischen Viruskontrolle und 
Virusvermehrung beteiligt sein.  
Mutmaßliche Eigenschaften eines Filovirus-Reservoirs werden wie folgt 
beschrieben: Es handelt sich um ein Säugetier von kleiner Körpergröße, dessen 
Verbreitung mit der des Virus übereinstimmt und welches persistierende, 
weitestgehend asymptomatische Infektionen unterstützt [379]. Das Virus ist 
cytopathisch im nicht-natürlichen Wirt, aber nicht im Reservoir, und die Infektion 
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wird vom Reservoirwirt auch bei hohen Virustitern besser toleriert [195].  
M. condylurus ist ein Säugetier von kleiner Körpergröße, dessen Verbreitung 
mit der des Virus zu großen Teilen übereinstimmt. In Primärzellen der 
Fledermaus waren nach Infektion mit EBOV keine Zellschädigungen erkennbar 
und die In-vitro-Versuche lieferten Hinweise für Toleranz und asymptomatische 
Infektionen in vivo. Das essentielle Kriterium bei der Identifizierung eines 
natürlichen Reservoirs stellt der Nachweis der Viruspersistenz dar [183, 197], 
was in vitro wiederholt gezeigt werden konnte. 
5.7 Ausblick 
Während für Hendra- und Nipahviren verschiedene Vertreter der 
Flughundgattung Pteropus als natürliche Reservoire identifiziert werden 
konnten [149, 215, 216], stellt R. aegyptiacus nicht nur das natürliche Reservoir 
für MARV, sondern auch für das Sosuga virus (SosV) [380, 381] und 
möglicherweise auch für das Kasokero virus (KASV) dar. [382, 383]. Fraglich ist 
daher, ob M. condylurus das natürliche Reservoir für mehrere Ebolaviren wie 
EBOV, BOMV und TAFV sein kann. In einem ersten Schritt könnten dafür 
vergleichbare Infektionsexperimente mit Primärzellkulturen und den anderen 
Ebolaviren durchgeführt werden. Darüber hinaus ist unklar, ob ein Individuum 
möglicherweise auch mit verschiedenen Ebolaviren gleichzeitig infiziert sein 
kann. Um zunächst in vitro zu untersuchen, ob ein Ebolavirus die Superinfektion 
mit einem anderen Ebolavirus restringiert, könnte beispielsweise eine 
Superinfektion von MoLu Prim_EBOV mit TAFV durchgeführt werden. Zur 
weiteren Untersuchung möglicher Koinfektionen sollte auch eine genauere 
Charakterisierung der detektierten Viren aus der Metagenomstudie in  
M. condylurus erfolgen, für die diese Fledermausart ebenfalls ein natürliches 
Reservoir darstellen könnte. 
Eine Hypothese zu den Eigenschaften von Reservoirwirten ist, dass durch 
bestimmte physiologische und ökologische Faktoren eine verstärkte 
Virusreplikation und -ausscheidung in persistent infizierten Chiroptera ausgelöst 
wird [201, 202]. Durch Stimulation mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) 
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wurden Reaktivierungen von persistent infizierten Zellkulturen mit verstärkter 
Virusreplikation beobachtet [384]. Inwieweit die Persistenz in Lungenzellen von 
M. condylurus von PMA beeinflusst wird und welche molekularen Mechanismen 
der Toleranz und Persistenz dieser Zellen zugrunde liegen, könnte in 
zukünftigen Projekten erforscht werden. 
Eine weitere Hypothese zu den Eigenschaften von Reservoirwirten lautet, dass 
die Immunantworten die Virusreplikation effektiver kontrollieren [195]. In einem 
ersten Schritt wäre es daher interessant, die IFN-Antworten bei EBOV-Infektion 
in Primärzellen von M. condylurus zu studieren und mit humanen Zellen zu 
vergleichen. Das komplexe Zusammenspiel mit allen Komponenten des 
Immunsystems im Infektionsverlauf kann jedoch kaum in vitro simuliert werden. 
Für die endgültige Identifizierung des natürlichen Reservoirs sollten weitere 
Studien forciert werden, EBOV und andere Ebolaviren in M. condylurus zu 
detektieren und zu isolieren. Um die Rolle dieser Fledermausart für die 
Ökologie von Ebolaviren zu beurteilen und Fragen des Gewebetropismus, der 
Virustransmission oder der Immunantworten im Detail zu verstehen, könnten 
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6  Verzeichnisse 
6.1 Abkürzungsverzeichnis 
 
BMDM ...... Bone marrow-derived macrophage (Makrophage aus Knochenmark)  
bp ...................................................................................................... Basenpaare 
cDNA ...................................................... Complementary (komplementäre) DNA 
Contig .......................................... Contigous sequence (überlappende Sequenz) 
CoV ................................................................................................... Coronavirus 
COVID-19 .................................................................... Coronavirus disease 2019 
CPE .................................................................................... Cytopathischer Effekt 
DAPI .......................................................................... 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
DCs .............................................................. Dendritic cells (Dendritische Zellen) 
ddH2O ....................................................................... Doppelt destilliertes Wasser 
DI-Partikel............................................................ Defekte interferierende Partikel 
DMSO ........................................................................................ Dimethylsulfoxid 
ds .................................................................... Double-stranded (doppelsträngig) 
EDTA ............................................................................. Ethylendiamintetraacetat 
ER ........................................................................ Endoplasmatisches Retikulum 
FBS ....................................................Fetal Bovine Serum (fetales Rinderserum) 
FW .......................................................................................... Forward (vorwärts) 
GFP ....................................................................... Grün fluoreszierendes Protein 
IFN ........................................................................................................ Interferon 
MERS ............................................................ Middle East Respiratory Syndrome 
MFI .......................................................................... Mean Fluorescence Intensity 
MOI ................................................................................... Multiplicity of infection 
MoKi_LT .......... MoKi Low Temperature (MoKi-Zellen nach 147 Tagen bei 27°C) 
NGS ....................................................................... Next Generation Sequencing 
NHPs ..................................... Non-human primates (nichtmenschliche Primaten) 
NPC1 ........................................................................................ Niemann-Pick C1 
NTD .................................................................................... N-Terminale Domäne 
PBS ..................................................................... Phosphatgepufferte Salzlösung 
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PBST ............................................................................. 0,1 % Tween® 20 in PBS 
PCR .............................. Polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion) 
PFA ........................................................................................... Paraformaldehyd 
PMA ...................................................................... Phorbol-12-myristat-13-acetat 
rpm ....................................... Revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute) 
RT-qPCR ........... Reverse Transkriptase quantitative Polymerase-Kettenreaktion 
RV ........................................................................................ Reverse (rückwärts) 
SARS ............................................. Schweres Akutes Respiratorisches Syndrom 
SOP ...................................................................... Standard Operating Procedure 
ss ........................................................................ Single-stranded (einzelsträngig) 
TAE ........................................................................................ TRIS-Acetat-EDTA 
TCID50 ............................................................ Tissue Culture Infectious Dose 50 
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Anhang, Abbildung 0: Übersicht über unterschiedliche Typen von Zellkulturen 
aus M. condylurus 
Verwendete primäre, spontan immortalisierte, SV40T-immortalisierte, temperatur-adaptierte und 
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Anhang, Abbildung 1: Konstruktion der Fledermausvolieren an der 
Elfenbeinküste 






Anhang, Abbildung 2: Fangen von Fledermäusen an der Elfenbeinküste 
A: Aufstellen von Japannetzen zum Fledermausfang; B: Quartier der Fledermauskolonie im 
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Anhang, Abbildung 3: Mehlwürmer als Nahrung für Fledermäuse in 
Gefangenschaft 
A: Mehlwurmhaltung an der Elfenbeinküste; B: Obst, Haferflocken und Brot zur Versorgung der 





Anhang, Abbildung 4: Haltung und Fütterung von M. condylurus-Fledermäusen 
A und B: Handfütterung von Fledermäusen mit Mehlwürmern; C: Fledermäuse in der Voliere 





Seite | 165  
 
Anhang, Abbildung 5: Pürierte Mehlwürmer als Nahrung für die Fledermäuse in 
der Anfangsphase der Nahrungsumstellung 
A: Herstellung von Mehlwurm-Püree; B: Vorbereitung von Spritzen (3 ml) für die Fütterung;  
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Anhang, Abbildung 6: Fledermausgewicht innerhalb der ersten 14 Tage in 
Gefangenschaft 
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Anhang, Abbildung 7: Bestätigung der Fledermausspezies  
Nach Amplifikation und Sequenzierung eines 241 bp großen Fragmentes auf dem  
Cytochrom b-Gen, wurde für jede gefangene Fledermaus die Spezies durch BLAST-Analyse 
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Anhang, Abbildung 8: Nachwuchs von Fledermäusen während der 
Langzeithaltung 
A: Trächtige Fledermaus der Art M. condylurus; B: Fledermaus-Muttertier mit Nachwuchs am 





Anhang, Abbildung 9: Entnahme und Transport von Fledermausorganen von der 
Elfenbeinküste für die Etablierung von Primärzellkulturen 
A und B: Nekropsie von Fledermäusen; C: Spülung des Humerus (Oberarmknochens,  
rote Ellipse) zur Gewinnung von Knochenmarkzellen; D: IATA CryoShipper für den Transport 
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Anhang, Abbildung 10: Positive Transgenexpression (SV40T) in MoLi-Zelllinie zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Immortalisierung 
Die positive Transgenexpression von SV40T (magenta) wurde durch konfokale Mikroskopie 
bestätigt. Zusätzlich wurde das Aktinzytoskelett angefärbt (grün). A (MoLi Early): Vier Passagen 
nach der Immortalisierung waren neben immortalisierten Zellen auch nicht-immortalisierte 
Primärzellen ohne SV40T-Expression zu erkennen (rote Pfeile). Weiteres Passagieren führte zu 
einem Verlust der Primärzellen. B (MoLi Late): Elf Passagen nach Immortalisierung waren 
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Anhang, Abbildung 11: Sequenzalignments von M. condylurus NPC1 
A: Alignment der immunogenen Region (Aminosäuren 151-250) für den Maus anti-Human-
NPC1-Antikörper (ab55706, abcam) von humanem (1) und M. condylurus NPC1 (2).  
B: NPC1-Sequenzhomologie (immunogene Region) zwischen verschiedenen Taxa. C: Multiple 
Alignments von NPC1-Partialsequenzen (Domäne C, Aminosäuren 491-517). Aminosäure 502 
wurde durch eine rote Box hervorgehoben. Hochkonservierte Aminosäuren wurden in schwarz, 
weniger konservierte Aminosäuren in dunkelgrau und hellgrau dargestellt. Andere Sequenzen 
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Anhang, Abbildung 12: Vergleich der NPC1-Rezeptor-Expressionslevel in MoSp 
Prim-Zellen mit unterschiedlicher Passagenzahl durch konfokale Mikroskopie 
Linke Spalte: gefärbtes Aktinzytoskelett (grün); rechte Spalte: gefärbter NPC1-Rezeptor (rot), 
gefärbter Zellkern (blau). A: primäre Milzzellen in Passage 5 (MoSp Prim Early) mit niedriger 
NPC1-Rezeptor-Expression; B: Milzzellen in Passage 29 (MoSp Prim Late) mit hoher  
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Anhang, Abbildung 13: Gatingstrategie bei der durchflusszytometrischen 
Messung der NPC1-Rezeptor-Expressionslevel (MoKi Referenz-Zelllinie) 
A: Lebende Zellen (P1, grün); B: Singlets (P2, orange); C: Lebende Singlets (orange) in der 
gesamten MoKi-Zellpopulation; D: relative Fluoreszenz nach NPC1-Rezeptor-Färbung  
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Anhang, Abbildung 14: Vergleich von homogenen und heterogenen 
Primärzellkulturen mit Durchflusszytometrie 
A: homogene Primärzellkultur (MoTra Prim); B: heterogene Primärzellkultur (MoLi Prim) mit 





Anhang, Abbildung 15: Vergleich von primären und SV40T-immortalisierten 
Leberzellen mit Durchflusszytometrie 
A: große Vielfalt an unterschiedlichen Zelltypen in Leberprimärzellkultur (MoLi Prim);  
B: SV40T-immortalisierte Leberzellen (MoLi). Immortalisierung und fortlaufendes Passagieren 
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Anhang, Abbildung 16: EBOV-GFP-infizierte MoLu Prim-Zellen 62 Tage nach 
initialer Infektion 
In infizierten Zellen wurde GFP (grün) gebildet. Auch 62 Tage nach initialer Infektion war nur ein 





Anhang, Abbildung 17: Einbringen eines iButton Loggers (rot markiert)  
in das Quartier der Fledermauskolonie im Dorf Koffikro an der Elfenbeinküste 
 
Anhang 
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Anhang, Abbildung 18: Zellwachstum und Viabilität von Fledermaus- und 
humanen Zellen bei 27°C, 37°C und 42°C 
HEK293-, MoKi-, MoTra Prim-, MoLu Prim- und MoBra Prim-Zellen wurden bei 27°C (A), 37°C 
(B) und 42°C (C) kultiviert. Nach 48 h und 96 h wurden drei Wells einer 6-well-Platte pro 
Zellkultur für die Darstellung des Zellwachstums ausgezählt (linke Y-Achse). Gleichzeitig wurde 
die Viabilität der Zellen bestimmt (rechte Y-Achse). Für alle getesteten Zellkulturen konnte bei 
allen Temperaturen Zellwachstum beobachtet werden und die Viabilität der Zellen lag nach 96 h 
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Anhang, Abbildung 19: Phasenkontrastmikroskopie von MoKi_LT-Zellen nach 
147 Tagen bei 27°C 





Anhang, Abbildung 20: Vergleich der EBOV-Replikationskinetik in MoKi- und 
MoKi_LT-Zellen 
Kopienzahl viraler RNAs pro ml in Zellkulturüberständen. Geringfügig höhere EBOV-
Replikationsrate in MoKi_LT- im Vergleich zu MoKi-Zellen nach 96 h Inkubation bei 27°C.  
Anhang 
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Anhang, Abbildung 21: EBOV-Replikationskinetik in MoLu Prim- und  
MoBra Prim-Zellen bei 42°C 
Kopienzahl viraler RNAs pro ml in Zellkulturüberständen. MoLu Prim (orange), MoBra Prim 
(violett). Signifikante Virusreplikation in beiden M. condylurus-Primärzelltypen über 21 Tage bei 
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Anhang, Abbildung 22: EBOV-Replikationskinetik in MoLu Prim-Zellen bei 
wechselnden Inkubationstemperaturen 
Kopienzahl viraler RNAs pro ml in Zellkulturüberständen. MoLu Prim-Zellen bei wechselnden 
Inkubationstemperaturen: 27°C (blau), 37°C (grün) und 42°C (rot). Dreimaliges Waschen mit 
PBS an Tag 7 und 14 (vertikale, schwarze Linie). Kontrollen (gestrichelte Linien): MoLu Prim-
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Anhang, Abbildung 23: NPC1-Rezeptor-Expressionslevel in verschiedenen 
humanen Zelllinien 
Die Menge an exprimiertem NPC1 in HEK293- und HeLa-Zellen (rote Boxen) ist geringer als in 
verschiedenen anderen humanen Zelllinien. Die Proteinexpression wurde dargestellt als  
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